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Das retinale Pigmentepithel (RPE) ist ein einschichtiges Epithel hexagonaler Zellen, die einen 
polaren Aufbau besitzen. 
Apikal gelegene Mikrovilli umgreifen die äußeren Segmente der Photorezeptoren, um eine 
möglichst große Interaktionsoberfläche zu schaffen, während die basalen Zellpole der 
Bruchschen Membran aufliegen, die das RPE von den Kapillaren der Aderhaut (Choroidea) 
abgrenzt (siehe Abb. 1).
Sowohl seine Lage als auch die zellspezifischen Eigenschaften erlauben dem RPE die Erfüllung 
vielfältiger Funktionen, die die Lebens- und Funktionsfähigkeit der Nervenzellen der Netzhaut 
gewährleisten. So sind die Zellen des RPE pigmentiert, um Lichtenergie absorbieren zu 
können, die auf die Retina fokussiert wird (Boulton und Dayhaw-Barker, 2001). Die große 
Berührungsfläche zu den Photorezeptoren ist nötig, da das RPE in den Sehzyklus involviert ist. 
Durch die Unfähigkeit der Photorezeptoren, das nach dem Auftreffen von Photonen inaktivierte 
all-trans-Retinal in 11-cis-Retinal umzuwandeln, wird dieses in die Zellen des RPE transportiert, 
die zu dieser Reisomerisierung fähig sind (Thompson und Gal, 2003).
Der direkte Stoffaustausch zwischen den Photorezeptoren der Retina und den Kapillaren der 
Choroidea wird durch die Ausbildung von tight-junctions unterbunden und durch zahlreiche 
Transporter und Kanäle kontrolliert, was zur Bildung der Blut-Retina-Schranke im RPE führt 
(Zinn und Marmor, 1979). Das RPE hat die Aufgabe, Wasser, Elektrolyte und Metabolite 
transzellulär von der Retina zur Aderhaut, sowie Glukose und zahlreiche andere Metabolite aus 
dem Blut in die Netzhaut zu transportieren. Dies geschieht durch sekundäre Transportprozesse 
in Abhängigkeit der Natrium-Kalium-ATPase (Steinberg, 1985).
Eine weitere sehr wichtige Funktion zur Erhaltung der Sehfähigkeit ist die Phagozytose und der 
Abbau der äußeren Photorezeptorsegmente. Dabei werden Membranbestandteile metabolisiert 
und wichtige Substanzen wie Retinal zurück transportiert (Strauss, 1998). Als Bindeglied 
zwischen der Netzhaut als neuronale Struktur und der Aderhaut als Versorgungs- und 
Kommunikationsstruktur ist das RPE in der Lage, Hormone und Wachstumsfaktoren, aber auch 
immunsuppressive oder -stimulierende Faktoren auszuschütten, die die Integrität der Retina 




Abb.	1. Darstellung der wichtigsten Funktionen des RPE. Dazu gehören Lichtabsorption, transepitheliale 
Transportvorgänge von Nährsubstraten und Ionen (Erfüllung von Aufgaben ähnlich der Glia im ZNS), 
Regeneration von Photopigmenten und somit Ermöglichung des Sehvorganges, Phagocytose von 
Photorezeptormembranen und Sekretion von Hormonen (PEDF, Pigmentepithel-assoziierter Faktor; 
VEGF, Vaskulärer Endothelialer Wachstumsfaktor) (Strauss, 2005).
Es wird ersichtlich, dass das RPE eine essentielle Rolle im Sehvorgang einnimmt. Zahlreiche 
Faktoren und Erkrankungen können das komplexe Zusammenspiel der Retina mit dem RPE 
nachhaltig stören und die Sehfunktion des Auges beeinträchtigen. Eine dieser Erkrankungen ist 
die altersabhängige Makuladegeneration (AMD).
1.2	Die	altersabhängige	Makuladegeneration	(AMD)
Die AMD ist die häufigste Erblindungsursache älterer Menschen (über 60 Jahre) in den 
Industriestaaten (Fine et al., 2000; Klein et al., 2007). Es ist eine degenerative Erkrankung 
der Netzhaut, die durch eine Schädigung der RPE-Zellen hervorgerufen wird, wodurch die 
Homöstase der Retina im Gesamten gestört wird.
Mit zunehmendem Alter akkumulieren die RPE-Zellen Lipofuszin aus oxidativ modifizierten 
Proteinen und Lipiden, welche durch die Zellen nicht abgebaut werden können. Oxidativer 
Stress durch reaktive Sauerstoffradikale ist hierfür eine Ursache. Diese Endprodukte werden 
sowohl in den RPE-Zellen als auch in der darunterliegenden Bruch-Membran abgelagert, was 
eine normale Alterungserscheinung darstellt (Coffey et al., 1986; Green et al., 1996). Während 
die kleineren, in den Zellen des RPE vorkommenden Lipofuszineinlagerungen nur histologisch 
sichtbar sind, kann man die größeren Drusen, die gleichen Ursprungs sind und außerhalb der 
RPE-Zellen abgelagert werden, bereits mit einer Spaltlampe identifizieren. Es werden kleine, 
scharf begrenzte Drusen von großen, unscharf begrenzten, unterschieden (Curcio et al. 1999; 
Sarks et al. 1980). Die kleinen Drusen finden sich im normal alternden wie auch im an AMD 
erkrankten Auge. Die unscharf begrenzten Drusen sind in jedem Falle pathologisch (Munch et 
al. 2007).
Nowak (2006) beschreibt die Entstehung der AMD als Zusammenwirken vieler Einzelprozesse. 
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Dazu gehören die Genese des Lipofuszins durch oxidativen Stress in den Photorezeptoren 
und den Zellen des RPE und die Produktion der Drusen. Es folgt eine Entzündungsreaktion 
mit sich anschließender Neovaskularisation im fortgeschrittenen Stadium. Es wird zwischen 
einer trockenen und einer feuchten Form der AMD unterschieden, wobei die feuchte Form als 
wesentlich gefährlicher gilt und aus der trockenen hervorgeht. Die Neovaskularisation wird 
ausgelöst als Reaktion auf die Hypoxie und Unterversorgung der Photorezeptoren.
1.2.1	Trockene	altersabhängige	Makuladegeneration	(dry AMD)
Energiereiches Licht und der hohe Sauerstoffbedarf der Photorezeptoren (Linsenmeier et al., 
1986) führen zu einer Peroxidation der Lipide und Proteine in den Photorezeptoren. Durch 
altersabhängige Veränderungen, welche auch die lipid- und proteinabbauenden Systeme in den 
Lysosomen betreffen, ist das RPE immer schlechter in der Lage, peroxidierte Lipoproteine 
effektiv abzubauen. Außerdem hemmen diese oxidativ veränderten Lipoproteine die 
lysosomalen Enzyme (Hollyfield et al., 2008; Krohne et al., 2010), was durch die 
altersbedingte Insuffizienz der Lysosomen verstärkt wird. Dadurch wird der Abbau der 
Photorezeptoraußensegmente behindert (Anderson et al., 2002).
Akkumulieren diese unverdauten Membranbestandteile, nennt man sie Lipofuszin. Während 
das Lipofuszin in den Zellen verbleibt, werden die Drusenbestandteile, zu denen unter anderem 
auch peroxidierte Lipoproteine gehören, ausgeschieden und lagern sich basal der RPE-Zellen 
auf der Bruchschen Membran als Drusen ab (Mazzitello et al., 2009). Auffällig bei der trockenen 
AMD sind kleine Drusen unterhalb des RPE in Kombination mit Pigmentveränderungen (Klein 
et al., 1991; Bird et al., 1995; Holz et al., 1994). Auf Grund der Drusen und der nachfolgenden 
Schädigung der Bruch-Membran wird die Effektivität des Stoffaustausches der RPE-Zellen 
mit den Choroideakapillaren beeinträchtigt, so dass die Versorgung der Photorezeptoren mit 
Sauerstoff und Glukose behindert wird.  Unterstützt wird dieser Vorgang durch das altersbedingte 
Absterben der RPE-Zellen, die als postmitotische Zellen nicht ersetzt werden können. 
Ausgeglichen wird die zahlenmäßige Verringerung durch eine flächenmäßige Vergrößerung 
der RPE-Zellen. Die Zellfragmente der zugrunde gegangenen RPE-Zellen werden ebenfalls als 
Drusen abgelagert (Feeney-Burns et al., 1980).
Im Zusammenhang mit der trockenen AMD spricht man auch von einer geografischen Atrophie 
des RPE (GA). Die geografische Beschränkung beruht darauf, dass die RPE-Zellen unterhalb 
der Makula lutea aufgrund der hohen Dichte an Zapfen am stoffwechselaktivsten und somit als 
erstes betroffen sind. Die Makula lutea (gelber Fleck) ist die Stelle des schärfsten Sehens und 
besitzt die größte Dichte an Photorezeptoren.
Die trockene Form der AMD ist mit circa 80% der Betroffenen die weitaus häufigere Form. 
Gekennzeichnet durch einen sehr langsamen Verlauf, äußert sie sich in einem Verlust der 
Sehschärfe ohne Ausbildung eines Skotoms (Fine et al., 2000).




Die feuchte (exsudative) AMD stellt die Progression der trockenen Form dar. Das Vorhandensein 
von großen, weichen Drusen sowie Pigmentveränderungen erhöht die Wahrscheinlichkeit dieser 
fortgeschrittenen Degeneration (Young, 1987).
Kennzeichen der feuchten AMD ist das Einwachsen von Blutgefäßen aus der Choroidea 
durch die Bruchsche Membran in den subretinalen Raum. Es entstehen subretinale Ödeme 
aufgrund der gestörten Blut-Retina-Schranke der neugebildeten Blutgefäße. Die Folge ist die 
Visusverschlechterung bis hin zur Entstehung eines zentralen Skotoms.
Man spricht hierbei von einer choroidalen Neovaskularisation (CNV). Der vasoendotheliale 
Wachstumsfaktor (VEGF) spielt dabei eine bedeutende Rolle (Witmer et al., 2003). Die Zellen 
des RPE sind die wichtigste Quelle für VEGF in der Retina (Adamis et al., 1993; Marneros, 
2013). 
Der angiogene Effekt des VEGF hängt von synergistischen Faktoren wie dem basischen 
Fibroblasten Wachstumsfaktor (bFGF) ab (de Oliveira Dias et al., 2011). Bei Überexpression 
könnte VEGF auch eine Rolle bei der Pathogenese der trockenen AMD spielen, indem es die 
Ablagerung von Drusen sowie die Degeneration des RPE und der Photorezeptoren stimuliert 
(Marneros, 2013).
Zudem stellen die Drusen zwischen RPE und Bruchscher Membran eine hydrophobe 
Diffusionsbarriere dar, die den Stofftransport zum RPE hin verschlechtert. Eine daraus 
resultierende Unterversorgung des RPE mit Sauerstoff könnte zur Ausschüttung der 
entsprechenden angiogenen Faktoren führen. Die genauen Pathomechanismen sind noch 
unbekannt. Eine Involvierung des Komplementsystems wie auch von Entzündungsreaktionen 
sind nachgewiesen worden, aber noch nicht vollständig verstanden.
1.3	Inflammatorische	Prozesse	im	Zusammenhang	mit	AMD
Para-Inflammation als physiologischer Mechanismus zur Wiederherstellung der Funktion und 
Homöostase nach schädigenden Einflüssen findet in allen alternden Geweben und somit auch 
in der Retina statt. Dauert eine Para-Inflammation über einen längeren Zeitraum an, kann sich 
daraus eine chronische Entzündung entwickeln, die die Ursache und ein Charakteristikum 
altersabhängiger Retinopathien wie zum Beispiel der AMD ist (Xu et al., 2009).
1.3.1	Aktivierung	des	Komplementsystems
Das Komplementsystem gehört zur angeborenen Abwehr und ist eine Kaskade von Serin-
Proteasen. Antigen-Antikörperkomplexe aktivieren verschiedene Pfade, die zur Ausbildung 
eines Membranangriffskomplexes (MAC) führen, der Zellmembranen lysiert.
Die Komplementfaktoren werden hauptsächlich in den Hepatozyten produziert und gelangen 
ins Blut, um im gesamten Körper zur Verfügung zu stehen. Es gibt jedoch Strukturen im Körper, 
die Blut und Gewebe sehr wirkungsvoll trennen, wie beispielsweise die Blut-Retina-Schranke.
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In den Drusen konnten bereits zahlreiche Moleküle des Komplementsystems nachgewiesen 
werden (Anderson et al., 2002; Crabb et al., 2002; Hageman et al., 1999; Johnson et al., 2000; 
Johnson et al., 2001; Zhou et al., 2009), die die extrazellulären Ablagerungen als körperfremd 
erkennen und angreifen.
Eine Regulation der komplementgesteuerten Abwehr- und Entzündungsreaktion findet durch 
die Bildung von MCP (monocyte chemotactic protein) und Komplementfaktor H (CFH) statt. 
Beide werden vor allem vom RPE gebildet und konnten in Pigmentepithelzellen nachgewiesen 
werden, die oberhalb von Drusen lagen (Johnson et al., 2001).
Bei Menschen mit AMD wurde ein signifikanter Anstieg an proinflammatorischen Proteinen 
wie C3 oder C-reaktives Protein (CRP) nachgewiesen, wenn diese eine inaktivierende Mutation 
der inhibitorischen Faktoren CFH oder MCP aufwiesen.
Eine erhöhte Expression von Komplementfaktoren wurde im Zusammenhang mit der AMD 
nicht beobachtet, jedoch kann die Expression der Inhibitoren beispielsweise durch oxidativ 
verändertes Lipofuszin verringert werden (Zhou et al. 2009).
1.3.2	Inflammasome	als	Trigger	der	angeborenen	Abwehr
Inflammasome sind cytosolische Proteinkomplexe, die Makrophagen und neutrophile 
Granulozyten aktivieren. Sie sind Teil des angeborenen Immunsystems und dienen als 
Signalkomplexe, deren Aufgabe zum Beispiel die Induktion der Produktion inflammatorischer 
Zytokine sein kann. Die Signalkaskade wird durch Sensormoleküle der Inflammasome 
vermittelt. Dazu zählen NOD (nucleotide-binding oligomerization domain receptors)-ähnliche-
Rezeptoren (NLR), die als NLRA, NLRB, NLRC und NLRP bezeichnet werden. Alle NLR-
Proteine sind aus drei Domänen aufgebaut (Abb. 2).
Am C-Terminus befinden sich Leucin-reiche Sequenzen (LRRs) als Regulatordomänen sowie 
eine Sequenz, die pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) und damage-associated 
molecular patterns (DAMPS) erkennt. Ausnahmen hiervon sind NLRP10 ohne LRRs und 
NLRP1 mit einer C-terminalen Caspase aktivierenden und -regulierenden Domäne (CARD).
Zentral ist die NACHT-Domäne (NOD-domain) gelegen, die eine ATPase und Nukleotid-
Bindungsfunktion hat.
Am Aminoterminus sind die Effektordomänen lokalisiert, die die Protein-Protein-Interaktionen 
vermitteln. Diese Effektordomänen unterscheiden sich sehr stark voneinander. So bestehen sie 
bei den NLRAs und den meisten NLRCs aus einer Caspase-aktivierenden Domäne (CARD), 
den NLRBs aus so genannten baculoviral inhibitors of apoptosis (BIR) und den NLRPs aus 
einer Pyrin Domäne (PYD) (Abb. 2).
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Abb.2. Schematischer Aufbau der NLR-Subfamilien.
Der dreigliedrige Aufbau ist bei allen gleich. Variabel ist jeweils die Art der Domänen an Amino- und 
Kohlenstoffterminus. (Peschke, 2015)
Die Funktion eines Inflammasoms ist die Aktivierung von Signalwegen, die eine 
Entzündungsreaktion einleiten, vor allem die Induktion der Produktion der inflammatorischen 
Mediatoren IL-1ß und IL-18. Die Aktivierung von Inflammasomen ist ein Zweischritt-Prozess. 
Der erste Schritt (Priming) beschreibt die Genexpression der Inflammasombestandteile, während 
der zweite Schritt als Translation und Zusammenbau der Inflammasomproteine verstanden 
wird. Initiiert wird dies durch extrazelluläre Signale.  Spezielle Rezeptoren (Pattern-recognition 
receptors - PRRs) erkennen diese Signalmoleküle und leiten die Information ins Zellinnere 
weiter. Die PAMPs zeigen infektiöse Noxen an, wie Lipopolysaccharide, virale RNA und 
bakterielle Toxine (Silhavy et al., 2010; Mahla et al., 2013). Im Gegensatz dazu können DAMPs 
auch unter sterilen, nichtinfektiösen Bedingungen sezerniert werden. Beispiele für DAMPs 
sind Hitzeschockproteine, extranukleäre DNA und Purinmetabolite (ATP, ADP) (Scaffidi et al., 
2002; Farkas et al., 2007; Bours et al., 2006). Die Erkennungsstruktur für PAMPs und DAMPs 
sind die LRRs, wie sie auch bei den Inflammasomen vorkommen.
Erkennt ein Nod-like receptor ein DAMP, beginnt die schrittweise Aktivierung des 
Inflammasoms. Im ersten Schritt kann es, abhängig von der Art der NLR-Proteine, zunächst zur 
Dimerisierung zweier NLRs kommen, indem zwei NACHT-Domänen aneinander binden - die 
NLRs oligomerisieren. Der eigentliche Arbeitsschritt des Inflammasoms beginnt erst danach 
und unterscheidet sich aufgrund der unterschiedlichen Effektordomänen der NLR-Familien.
Bei den NLRPs mit der PYD am N-Terminus bindet zunächst eine heterodimere ASC-Domäne 
(apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase-activating recruitment domain). 
Diese ASC besteht aus einer Pyrin-Domäne, sowie einer Caspase-aktivierenden Domäne 
(CARD). Die Pyrin-Domänen von NLRP und ASC binden aneinander, mit dem Ergebnis, dass 
die CARD nach außen zeigt.
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Bei den NLRAs und NLRCs entfällt die Bindung einer ASC-Domäne, da die CARD als 
Effektordomäne bereits Teil des Inflammasoms ist.
Am Beispiel der Procaspase-1 konnte die Inflammasomsaktivierung weitergehend beschrieben 
werden (Abb.3): Procaspase-1 ist das inaktive Vorläufermolekül der Caspase-1. Sie besteht aus 
einer CARD, welche an ein Caspase-1 Molekül gebunden ist. Die CARD der Procaspase-1 
bindet nun an die freiliegende CARD des Inflammasoms, welche Teil des NLRs oder der ASC 
sein kann. Dieser Schritt kann jedoch nur stattfinden, wenn die CARD des Inflammasoms 
bindungskompetent ist. Diese Bindungskompetenz liegt zum Beispiel vor, wenn die NLRs 
oligomerisiert sind oder die ASC an das NLR gebunden ist.
Die CARD-CARD-Interaktion zwischen Procaspase-1 und dem Inflammasom führen durch 
Spaltung der Procaspase-1 in CARD und aktive Caspase-1 zur Aktivierung der Caspase-1. Die 
aktivierte Caspase-1 kann nun eine Aktivierung der inflammatorischen Zytokine pro-IL-1ß und 
pro-IL-18 bewirken.
Die Rolle der DAMPs ist in diesem Zusammenhang weder vollständig nachgewiesen noch für 
alle NLRs gültig. Ebenso wird ein Zusammenhang zwischen einem Kaliumionen-Efflux und 
der Inflammasomaktivierung diskutiert. (Gross et al., 2011; Latz et al., 2013).
Abb.3. Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms. Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in 
schematischer Darstellung der beteiligten Domänen und Effektoren. (Tschopp and Schroder, 2010)
1.3.3	Rolle	des	NLRP3-Inflammasoms	bei	trockener	AMD
Bekannt ist, dass das Gen für NLRP3 (nucleotide-binding leucine-rich repeat-containing pyrin 
receptor 3) sowohl bei Patienten mit trockener als auch feuchter AMD exprimiert wird. Es 
konnte in RPE-Zellen, in der Basalmembran und auch in Drusen unterhalb lädierter Zellen bei 
an AMD Erkrankten nachgewiesen werden. In gesunden alternden Retina-Spendern war dies 
nicht der Fall (Tseng et al. 2013).
Bis ein Inflammasom nach einem entsprechenden Signal aktiv wird, laufen innerhalb der Zelle 
zwei Schritte ab. Der erste ist das sogenannte Priming. Dabei wird die Genexpression von 
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NLRP3 und pro-IL1β hochreguliert, was die Voraussetzung für die Synthese von Inflammasom- 
sowie Effektorproteinen ist. Der zweite Schritt ist die Aktivierung. Über bestimmte Signale 
innerhalb der Zelle erfolgt die Zusammensetzung der Inflammasom-Sensor-Moleküle zum 
funktionsfähigen Inflammasom. Dies geschieht zunächst über die Bindung einer ASC-Domäne 
an das Inflammasom. Diese bindet die Cysteinprotease Procaspase 1 und aktiviert sie. Die 
aktivierte Caspase 1 spaltet pro-IL-1ß und pro-IL-18 in ihre aktiven Formen (Rathinam et 
al., 2012). Diese proinflammatorischen Effektoren bewirken die Freisetzung von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) aus Mitochondrien. Die zytotoxischen Sauerstoffverbindungen treiben 
durch chemische Oxidationsreaktionen die Degeneration der Pigmentepithelzellen voran, was 
in einer geografischen Atrophie mündet. (Dridi et al., 2012; Fowler et al., 2014). 
Die Möglichkeiten des Primings und der Aktivierung sind sehr zahlreich. Beispielsweise 
akkumulieren Zellen, die einen Mangel am DICER1-Gen aufweisen (einem Gen, welches für 
die Endoribonuklease Dicer codiert) cytotoxische Alu-RNA Sequenzen. Diese führen durch 
die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms zu einer Degeneration der entsprechenden Zellen 
(Kaneko et al., 2011; Tarallo et al., 2013). Dieser Weg wird über den Transkriptionsfaktor NF-
κB sowie den P2X7-Rezeptor vermittelt (Kerur et al., 2013).
Weitere aktivierende Faktoren, die in der Pathologie der AMD eine Rolle spielen könnten, sind 
der Komplementfaktor C1Q als Drusenbestandteil (Doyle et al., 2012), alternde dysfunktionale 
Mitochondrien und daraus resultierender oxidativer Stress (Kauppinen et al., 2012), die 
Drusenbestandteile Amyloid-ß (Anderson et al., 2004; Johnson et al., 2002; Ding et al., 2011) 
sowie A2E (Anderson et al., 2013).
Weiterhin wurde gezeigt, dass kurzwelliges Licht internalisiertes Lipofuszin schädigt. Daraufhin 
werden die Lysosomen destabilisiert und deren Enzyme gelangen ins Zytosol. Infolgedessen 
kann eine Entzündung ausgelöst werden (Brandstetter et al., 2015).
1.3.4	Rolle	des	NLRP3-Inflammasoms	bei	feuchter	AMD
Marneros (2013) führte Experimente an Mäusen durch, die VEGF-A überexprimierten. 
Ihre Symptomatik entsprach der einer feuchten AMD in Kombination mit chronischer 
Neovaskularisation (CNV). Es wurde gezeigt, dass durch die Reduzierung von NLRP3 und 
des IL-1ß Rezeptors (IL-1R1) zwar die Neubildung von Gefäßen in der Retina nicht komplett 
ausgeschaltet, jedoch deutlich reduziert werden konnte. Mäuse ohne VEGF-Überexpression 
und ausgeschaltetem NLRP3 bzw. IL-1R1 zeigten überhaupt keine AMD-ähnlichen Symptome. 
Eine Verringerung von IL-18 war ohne Wirkung.
Aus diesem Zusammenhang geht hervor, dass das NLRP3-Inflammasom auch eine wichtige 
Rolle bei der Pathologie der feuchten AMD spielt. Durch Inflammasom-induzierte Degeneration 
von RPE-Zellen wird die Blut-Retina-Schranke gestört und Makrophagen wandern ein. Über 
eine Aktivierung von Müller-Zellen werden die proangiogenen Faktoren IL-1ß und VEGF-A 
exprimiert. Die anschließende Gefäßneubildung kann zur Ausbildung eines zentralen Skotoms, 




Studien ergaben, dass der retinale Blutfluss bei der AMD gestört ist, was bedeutet, dass die 
Zellen der Netzhaut bei AMD unter Hypoxie leiden (Metelitsina et al., 2008; Arjamaa et 
al., 2009). Hypoxische Verhältnisse können dazu führen, dass weniger Energie in Form von 
ATP zur Verfügung steht, reaktive Sauerstoffspezies nicht unschädlich gemacht werden und 
Schäden an Zellmembranen verursacht werden können. Das Immunsystem wird stimuliert und 
das Gewebe entzündet sich (Bickler et al., 2004). Daraus wird ersichtlich, dass Hypoxie sowohl 
Kennzeichen als auch Ursache der AMD ist. Die Zellen besitzen zahlreiche Mechanismen als 
Schutz vor Hypoxie. Der zentrale Transkriptionsfaktor, der die Reaktionen der Zelle unter 
hypoxischen Bedingungen reguliert, ist HIF-1 (hypoxia-induced factor 1). Dieses Protein wird 
unter Hypoxie gebildet. Als Transkriptionsfaktor vermittelt es unter anderem die Transkription 
des Gens für VEGF (Forsythe et al., 1996) und begünstigt die Entwicklung der CNV.
1.5	Bluthochdruck	als	Risikofaktor	für	AMD
Ein Risikofaktor für die feuchte AMD ist systemischer Bluthochdruck. Dieser verstärkt die 
Ablagerung von Lipofuszin ähnlich einer Atherosklerose mit der Folge einer Versteifung der 
Blutgefäße, wodurch elastische Ausgleichsreaktionen im Sinne einer Dehnung der Blutgefäße 
verhindert werden, was den Blutdruck weiter ansteigen lässt. Studien zufolge gibt es einen 
signifikanten Zusammenhang zwischen erhöhtem diastolischen Blutdruck und weichen, 
unscharf begrenzten Drusen, die ein Hauptindikator für feuchte AMD sind (Hyman et al., 2000; 
Fraser-Bell et al., 2008).
Weiterhin wurde festgestellt, dass die Einnahme von blutdrucksenkenden Medikamenten wie 
ß-Blockern oder ACE-Hemmern das Risiko einer AMD nicht signifikant absenken (Van Leeuwen 
et al., 2004). Dies lässt darauf schließen, dass nicht der Bluthochdruck, sondern begleitende 
Erkrankungen bzw. Begleitumstände die bedeutenderen Risikofaktoren sind. Die molekularen 
Mechanismen des Bluthochdrucks in der Retina sind sehr vielfältig und nicht vollständig 
beschrieben. Bluthochdruck und damit einhergehende mechanische Überbelastungen der 
Gefäße induzieren beispielsweise über bisher unbekannte Mechanismen eine VEGF-Expression 
in der Retina (Suzuma et al., 2001). Die wohl bedeutendste Ursache für Bluthochdruck ist ein 
Überschuss an Speisesalz (NaCl) und somit eine erhöhte extrazelluläre Osmolarität (Lifton et 
al., 2001). Die Hypernatriämie, welche zu einer extrazellulären Hyperosmolarität führt, bewirkt 
eine Zunahme des Blutvolumens und somit Bluthochdruck (He et al., 2005). Dieser Effekt 
verstärkt sich mit zunehmendem Alter, da die Kochsalzabgabe über die Nieren ineffektiver 
wird (Khaw und Barrett-Connor, 1988). Ein Zusammenhang zwischen erhöhter Osmolarität 
durch Hypernatriämie und einer gesteigerten VEGF-Expression wurde bereits nachgewiesen. 
Zahlreiche Mechanismen kommen dafür infrage. Unter anderem wurden HIF-1 und NFAT5 als 
Regulatoren für die Transkription und Sekretion von VEGF ermittelt (Hollborn et al., 2015). 





Extrazellulär freigesetzte Faktoren, metabolischer Stress, aber auch Umweltfaktoren führen zur 
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms (Mariathasan et al. 2006, Halle et al. 2008, Martinon 
et al. 2006, Duewell et al. 2010, Feldmeyer et al., 2007).
Bei der Aktivierung unterscheidet man das frühe, vor der Proteintranslation stattfindende 
Priming von der späteren Phase der Inflammasom-Aktivierung. 
In der vorliegenden Arbeit sollte ermittelt werden, ob eine Erhöhung der extrazellulären NaCl-
Konzentration bzw. der extrazellulären Osmolarität in humanen RPE-Zellen einen Effekt auf die 
Expression von Proteinen hat, welche zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms beitragen. 
Um zwischen Priming und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms unterscheiden zu können, 
wurden verschiedene Parameter untersucht. Während das Priming als Transkription von NLRP3 
und pro-IL-1ß verstanden wird, bezeichnet man unter der Aktivierung des Inflammasoms die 
Assemblierung von NLRP3, ASC und Pro-Caspase-1 zum funktionellen Inflammasom (Stutz 
et al., 2009; Latz et al., 2013). Somit wurde das Priming anhand der Genexpression von IL-
1ß und NLRP3 ermittelt, während die Aktivierung anhand des Vorhandenseins der aktivierten 
Caspase-1, IL-1ß und IL-18 nachgewiesen wurde.
Weiterhin wurden die zellulären Signalwege analysiert, die die NLRP3-Expression unter 
Hyperosmolarität regulieren.
Es sollte ebenfalls geprüft werden, ob die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms unter 
Hyperosmolarität einen Effekt auf die Produktion bzw. Ausschüttung von angiogenen Faktoren 
wie VEGF und bFGF hat.
Diese Untersuchungen zum Einfluss des NLRP3-Inflammasoms  auf die Expression und 
Sekretion von VEGF und bFGF als wichtige angiogene, hyperosmolare Wachstumsfaktoren 
sollten Erkenntnisse zur möglichen Funktion des Inflammasoms bei neovaskulären 
Erkrankungen ergeben.







0,2 N Phosphatpuffer Zentralapotheke der Universität Leipzig, Deutschland
AA/BAA (Acrylamid-Bisacrylamid) 
(30%) SERVA, Heidelberg, Deutschland
Advanced Protein Assay Reagent Cytoskeleton, Denver, USA
Agarose Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Ammoniumpersulfat Roth, Karlsruhe, Deutschland
AP-Puffer (pH 9,5) Eigenherstellung
BCIP Roth, Karlsruhe, Deutschland
Bromphenolblau BIO-RAD, München, Deutschland
Dimethyldicarbonat Fluka Chemika, Buchs, Schweiz
DMSO Sigma, Deisenhofen, Deutschland
dNTP Mix Thermo Scientific, Waltham, USA
DNAse I, RNase-free Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Deutschland
EDTA Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol J.T.Baker, Deventer, Holland
Ethidiumbromid Lösung (10 mg/ml) Bio-Rad, München, Deutschland
F-10 + GlutaMAX™ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
FKS Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Glycerin Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland
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HCl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Laemmli-Puffer Eigenherstellung
Loading Dye Solution Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland
Magermilchpulver ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH, USA
MgCl2 x 6 H2O Roth, Karlsruhe, Deutschland
Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Methanol (80%) Eigenherstellung
NaCl Roth, Karlsruhe, Deutschland
NaOH Merck, Darmstadt, Deutschland
NBT (Nitrotetrazoliumblau) Roth, Karlsruhe, Deutschland
PBS-Puffer (pH 7,2) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Phosphatase Inhibitor Cocktail Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Protease Inhibitor Cocktail Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Protein Assay Standard II Bio-Rad, München, Deutschland





TEMED Roth, Karlsruhe, Deutschland
Transferpuffer (pH 8,5) Eigenherstellung
Trenngelpuffer Eigenherstellung
Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland
Trypanblau (0,05%) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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Trypsin-EDTA (0,5%) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Tween 20 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Oligo(dT)18 Primer Thermo Scientific, Waltham, USA
RiboLock RNAse Inhibitor Thermo Scientific, Waltham, USA
Reverse Transcriptase Thermo Scientific, Waltham, USA
Borsäure Roth, Karlsruhe, Deutschland
DNA-Längenstandard 100 bp DNA-
ladder Fermentas, St- Leon- Rot, Deutschland
RNase-freies Wasser Eigenherstellung
3.1.2	Substanzen	zur	Zellstimulation
Tabelle 2: Substanzen zur Zellstimulation (pharmakologische Hemmer, Wachstumsfaktoren, 
siRNA)
Substanz Zielmolekül (bei Hemmern) Hersteller
10panx Pannexin 1 Rezeptor TOCRIS, Bristol, UK
10panx scrambled Negativkontrolle geg. 10panx TOCRIS, Bristol, UK
2-APB TRP-Rezeptoren TOCRIS, Bristol, UK
A-438079 P2X7 - Rezeptor TOCRIS, Bristol, UK
AC-YVAD-CHO Caspase 1 Santa Cruz Biotechnology Inc, Dallas, USA
AG1296 PDGF-Rezeptor Sigma, Deisenhofen, Deutschland
AG1478 EGF Rezeptor (ERBB1) Calbiochem, Bad Soden, Deutschland
AllStars Negative 
Control
siRNA Kontrolle (ohne 
Ziel-mRNA) Qiagen, Venlo, Niederlande
Apyrase ATP Sigma, Deisenhofen, Deutschland
AR-C118925XX P2Y2 TOCRIS, Bristol, UK
ARL-67156 Ecto-ATPase Sigma, Deisenhofen, Deutschland
CAPE (caffeic acid 
phenethyl ester) NF-κB TOCRIS, Bristol, UK
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CSC Adenosin A2 Rezeptor TOCRIS, Bristol, UK
Cyclosporin A MPT-Poren (Mitochondrial Permeability Transition)
Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland
DMSO    ̶ Sigma, Deisenhofen, Deutschland
DPCPX Adenosin A1 Rezeptor Calbiochem, Bad Soden, Deutschland
DTT Reduktionsmittel Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Gö6976 PKCα/β Calbiochem, Bad Soden, Deutschland
GSK 650394 SGK TOCRIS, Bristol, UK
H-89 PKA Sigma, Deisenhofen, Deutschland
HIF Inhibitor HIF-1 Calbiochem, Bad Soden, Deutschland
Hs_NFAT5_8 siRNA NFAT5 Qiagen, Venlo, Niederlande
IL-1RA IL-1 Rezeptor R&D Systems, Minneapolis, USA




Lysosomen Bachem, Bubendorf, Schweiz
LY294002 PI3- Kinasen Calbiochem, Bad Soden, Deutschland
MRS2179 P2Y1 Rezeptor Sigma, Deisenhofen, Deutschland
NAC Antioxidans, Substrat der Glutathiontransferase
Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland
NaCl    ̶ Roth, Karlsruhe, Deutschland
NBTI Nukleosidtransporter Sigma, Deisenhofen, Deutschland
PD173074 Fibroblast growth factor (FGF) Rezeptor 3 Pfizer, Karlsruhe, Deutschland
PD98059 ERK1 & 2 Kinasen Calbiochem, Bad Soden, Deutschland
PP2 Src-Tyrosinkinasen Sigma, Deisenhofen, Deutschland





SB203580 p38-MAPK TOCRIS, Bristol, UK
SB431542 TGF-ß1 activin receptor-like kinases (ALK-4, -5, -7)
Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland
SP600125 JNK1/2/3 Calbiochem, Bad Soden, Deutschland
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Stattic STAT3 Enzo Life Sciences, Plymouth Meeting, PA




U73122 PLCγ Calbiochem, Bad Soden, Deutschland
3.1.3	Geräte	und	sonstige	Materialien
Tabelle 3: Geräte und sonstige Materialien
Geräte/Materialien Hersteller
6-, 12- und 96-Well-Mikrotiterplatte Greiner, Frickenhausen, Deutschland
96-Well-PCR-Mikrotiterplatte BioRad, München, Deutschland
Abdeckfolie Viewseal Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Blotting Papier Schleicher & Schüll, Dassel, Deutschland
Bluecap (15, 50 ml) Greiner, Frickenhausen, Deutschland
ELISA-Reader (Photometer), 
Spectra Max 250 Molecular Devices GmbH, Germany
Erlenmeyerkolben (50 ml, 250 ml) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fluor-S™ MultiImager BioRad, München, Deutschland
Gelkammer (SDS Page) BioRad, München, Deutschland
Gelkammer Sub-Cell, GT (Agarose) BioRad, München, Deutschland
Gelkammer Trans-Blot Cell (WB) BioRad, München, Deutschland
Inkubator STERI-CULT 200 FORMA Scientific, Ohio, USA
Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland
MyIQ, Real-Time PCR BioRad, München, Deutschland
Neubauer Zählkammer BLAUBRAND, Wertheim, Deutschland
Peltier-Thermal Cycler, PTC-200 Biozym Diagnostik, Oldendorf, Deutschland
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Pipette
(10 μl, 20 μl, 100 μl, 200 μl, 1000 μl) 
Abimed Analysen-Technik, Langenfeld, 
Deutschland
Pipettenspitzen Gilson Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Power PAC 1000 BioRad, München, Deutschland
PVDF-Membran , Millipore Immobilon P Roth, Karlsruhe, Deutschland
QBTM Thermoblock Roth, Karlsruhe, Deutschland
Reaktionsgefäß (0,5 ml / 1,5 ml / 2 ml) Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland
Sicherheitswerkbank Class II Zapf, Sarstedt, Deutschland
Spectrophotometer NanoDrop 1000 PeqLab, Erlangen, Deutschland
Taumler Polymax 1040T Heidolph, Heidelberg, Deutschland
Vortex: REAX 2000 Heidolph, Heidelberg, Deutschland
Waage BP 2100 SARTORIUS AG, Göttingen, Deutschland
Zellkulturflasche (250 ml) Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Zentrifuge Labnet Minizentrifuge Abimed Analysen-Technik, Langenfeld, Deutschland
Zentrifuge Microfuge R Beckman, Krefeld, Deutschland
3. Materialien und Methoden
22
3.1.4	Primerpaare
Tabelle 4: Primerpaare zum Einsatz in der qRT-PCR (s, sense; as, antisense)
Gen und 
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3.1.5	Antikörper	für	Westernblotting
Tabelle 5: Antikörper zum Proteinnachweis in Western Blots
Antikörper Hersteller Proteingröße (kDa)
anti βActin (D6A8) Rabbit mAb Cell Signaling Technologies 45
anti NLRP3/NALP3 Mouse mAb Enzo Life Sciences 85, 110
anti Mouse IgG, AP-linked 
Antibody Cell Signaling Technologies -
anti Rabbit IgG, AP-linked 




Human VEGF Quantikine ELISA 
Kit R&D Systems
Human FGF basic Quantikine 
ELISA Kit R&D Systems
Human IL-1 beta/IL-1F2 
Quantikine ELISA Kit R&D Systems
Human IL-1 beta/IL-1F2 
Quantikine HS ELISA Kit R&D Systems
Human IL-18 ELISA Kit RayBiotech
3.2	Methoden
3.2.1	Zellkultivierung
Für die Versuche wurden kultivierte Zellen des retinalen Pigmentepithels von menschlichen 
Hornhautspendern (hRPE-Zellen) verwendet. Die Entnahme erfolgte in einem Zeitfenster von 
48 Stunden nach Eintritt des Todes. Die Lagerung geschah bei -140 °C. Die Ethikkommission 
der Universität Leipzig genehmigte die Versuche an menschlichen Zellen und Genmaterial 
unter Berufung auf die Deklaration von Helsinki. Verwendet wurden ausschließlich Zellen der 
Passagen drei bis fünf.
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Kulturflaschen in einem Inkubator bei 37 °C unter einer 
Atmosphäre mit 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit. Kultiviert wurden die Zellen im Medium 
F-10 + GlutaMAXTM mit 10% fetalem Kälberserum (FKS) und 1% Penicillin/Streptomycin.
War eine ausreichende Zelldichte erreicht, wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und die 
Zellen mit 3 ml PBS gewaschen. Die Ablösung der adhärenten Zellen vom Boden der 
Kulturflaschen erfolgte bei 37 °C durch 0,5%iges Trypsin-EDTA. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe von F-10 Medium + 10% FKS gestoppt und die Zellsuspension anschließend in einem 50 
ml Bluecap für 5 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert. Das entstandene Zellsediment wurde in 
F-10 Medium suspendiert und die Zellzahl in Anwesenheit von Trypanblau zur Differenzierung 
von lebenden und toten Zellen in einer Neubauer Zählkammer bestimmt.
3.2.2	Zellstimulation
In die verwendeten 12 oder 6-Well-Platten wurden pro Well 1,5 x 104 (12-Well) bzw. 1 x 105 
Zellen (6-Well) in 1 bzw. 2 ml F-10 und 10% FKS eingesät. War eine ausreichende Zelldichte 
erreicht, die im Mikroskop bestimmt wurde, begann das Aushungern der Zellen über einen 
Zeitraum von 16 Stunden. Dabei wurden die Zellzyklusstadien der Zellen durch Austasch des 
FKS-haltigen Mediums gegen eines ohne FKS synchronisiert. Danach wurde das Medium 
abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und die Zellen mit, entsprechend der Versuche 
vorgesehenen Substanzen, stimuliert. Die Dauer der Stimulationen variierte zwischen zwei, 
sechs oder 24 Stunden.
3.2.3	siRNA	Transfektion	
Transfektion ist das Einbringen von fremder RNA bzw. DNA in eine Zelle. Es sollte die 
Translation der NFAT5-RNA mittels siRNA blockiert werden. Dafür wurden siRNAs (siNFAT5 
und AllStars Negative Control) von Qiagen verwendet. Die Ziel-Sequenz für die NFAT5-siRNA 
ist CCCAGTCGGAATCATCACA (mRNA Accession Nr.: XM_005255777.1; Binderegion 
4122-4142).  Am Tag vor der Transfektion wurden in eine 12-Well-Zellkulturplatte 7x104 Zellen 
in 1,1 ml Medium + 10% FKS pro Well eingesät, um für die Transfektion eine Konfluenz von 
50-70% zu erreichen. Der Transfektionskomplex wurde pro Well wie folgt hergestellt:
    94 µl F-10 Medium ohne Zusätze
    6 µl siRNA (2 µM)
    9 µl HiPerfect (Transfektionsreagenz)
Zur Ausbildung des Transfektionskomplexes wurden die Ansätze 15 Sekunden intensiv mit 
einem Vortexer gemischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Tröpfchenweise 
wurden 109 µl des Transfektionskomplexes zu den Zellen hinzu pipettiert. Die Konzentration 
der siRNA im Test betrug 10 nM. Nach einer 24 stündigen Inkubation wurde serumfreies iso- 
oder je nach Anforderung hyperosmotisches Medium hinzugegeben und abermals für sechs 
Stunden inkubiert. Anschließend wurde die RNA isoliert.
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3.2.4	RNA-Präparation
Nach der Stimulation wurde das Medium abgesaugt, die Zellen vorsichtig mit eiskaltem PBS 
gewaschen, die Zellen durch Zugabe von 350 µl RLT-Puffer (+ 1% Mercaptoethanol) lysiert und 
die Lysate in frische Mikroreaktionsgefäße überführt. Der nächste Schritt war die Präparation 
der Gesamt-RNA aus dem Zelllysat. Hier wurde das InviTrap Spin Universal RNA Mini Kit der 
STRATEC Molecular GmbH verwendet.
Zunächst wird das gesamte Zelllysat auf einen DNA-bindenden Filter, der sich in einem 2 ml 
Auffangröhrchen befindet, pipettiert. Nach einer Minute Inkubationszeit wird zwei Minuten 
bei 11.000 x g zentrifugiert. Der DNA-Filter wird verworfen und zum Durchlauf werden 
250 µl 70%iges Ethanol pipettiert. Nach gutem Durchmischen wird die gesamte Probe auf 
einen RNA-Filter pipettiert, der wiederum in einem Auffanggefäß steckt. Nach erneutem 
einminütigen Zentrifugieren und anschließendem Verwerfen des Durchflusses folgt der erste 
Waschschritt. Hier werden 600 µl vom Waschpuffer R1 des Kits direkt auf den Filter pipettiert 
und die Proben erneut zentrifugiert.
Im nächsten Schritt wurde eine DNAse-Behandlung durchgeführt, um Kontaminationen mit 
genomischer DNA auszuschließen. Dafür wurde ein Mix angefertigt, der für jede Probe 1 µl 
DNAse, 1 µl Puffer und 8 µl Wasser enthielt. 10 µl DNAse-Mix wurden direkt auf den Filter 
pipettiert und die Proben für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurde zweimal mit 
700 µl Waschpuffer R2 gewaschen. Anschließend folgte das Trockenzentrifugieren der Säulen 
für 4 Minuten bei der höchsten Drehzahl von 15.000 U/min. Im letzten Schritt wurden die 
RNA-Filter in einen sauberen Eppendorfbecher platziert und 40 µl Elutionspuffer R direkt auf 
die Filtermembran gegeben. Nach zweiminütigem Inkubieren und erneutem Zentrifugieren 
für eine Minute wurde die eluierte RNA-haltige Lösung umgehend auf  Eis gelagert 
und bei -80 °C eingefroren.
3.2.5	cDNA-Synthese
Mittels einer reversen Transkriptase (RT) wurde die mRNA in komplementäre DNA (cDNA) 
umgewandelt. Verwendet wurde das First Strand cDNA Synthesis-Kit (Thermo Scientific). Alle 
Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen auf Eis durchgeführt.
Zunächst wurde ein Mix aus Oligo-(dT)18-Primer und RNase freiem Wasser im Verhältnis 1:3 
hergestellt, von dem 2 µl in dünnwandige Eppendorfgefäße pipettiert wurden. Von den RNA-
Präparaten wurden 10,8 µl in diese Gefäße gegeben und alles für 5 Minuten bei 65 °C im 
Thermocycler erhitzt, damit die Oligo-(dT)18-Primer komplementär an den Poly-A-Schwanz 
der RNA binden. Danach wurde ein Mastermix hinzu pipettiert.
Dieser bestand pro Probe aus:
    4 µl 5fach Puffer
    2 µl dNTP-Mix
    0,5 µl RNase Inhibitor (Ribolock)
    0,7 µl Reverse Transcriptase (RevertAID RT)
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Von diesem Mix wurden 7,2 µl jeder Probe hinzugefügt, woraus ein Reaktionsvolumen von 
20 µl resultierte.
Die Reaktionsbedingungen waren:
 1. Elongation (cDNA-Synthese durch Reverse Transcriptase): 1 Stunde bei 42 °C
 2. Deaktivierung des Enzyms: 10 Minuten bei 70°C
Die Proben werden sofort auf Eis gelegt und 20 bis 30 µl RNase freies Wasser hinzugegeben, 
bevor sie bei -80 °C eingefroren wurden.
3.2.6	Quantitative	Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion	(qRT-PCR)	
Die quantitative Echtzeit-PCR ist ein molekularbiologisches Verfahren, welches zur 
Vervielfältigung von DNA in vitro dient. Im Unterschied zur herkömmlichen PCR lässt sich 
hier die entstandene Nukleinsäure quantifizieren.
Jeder Zyklus einer qPCR besteht aus den drei Schritten Denaturierung, Primeranlagerung 
und Elongation. Im ersten Schritt, der Denaturierung, wird die Temperatur auf 95 °C erhöht, 
um die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den DNA-Strängen zu zerstören und damit 
die Doppelstrangstruktur zu lösen. Die Anlagerung der Primer, genannt Hybridisierung oder 
Annealing, erfolgt bei 58 °C. Bei dieser Temperatur binden die Primer sehr spezifisch an 
ihre komplementären Abschnitte auf der DNA. Im letzten Schritt, der Elongation, werden die 
gebundenen Primer durch die Polymerase komplementär zum Zielstrang verlängert. Die DNA 
wurde verdoppelt.
Durchgeführt wurden die qPCR in 96-Well Platten. Das Reaktionsvolumen betrug 15 µl, davon 
1 µl cDNA und 14 µl Reaktionsmix, welcher für jedes Well wie folgt zusammengesetzt war:
 5,9 µl RNase freies Wasser
 0,3 µl Primer in sense-Konfiguration (10mM)
 0,3 µl Primer in anti-sense Konfiguration (10mM)
 7,5 µl SYBR Green Super Mix (BioRad)
Der SYBR Green Super Mix der Firma Biorad enthält neben der Polymerase, dNTPs und Salzen 
einen fluoreszierenden Farbstoff (SYBR-Green), der interkalierend in den neu synthetisierten 
DNA-Doppelstrang eingebaut wird. Während jedem Zyklus wird die Fluoreszenz gemessen, 
welche sich proportional zur Anzahl der gebildeten Doppelstränge verhält.
Nach 45 Zyklen folgte die Schmelzkurvenanalyse. Jedes PCR-Produkt hat eine spezifische 
Schmelztemperatur, bei der der Doppelstrang denaturiert und den Fluoreszenzfarbstoff wieder 
freigibt. Dafür wird die Temperatur in den Reaktionsgefäßen schrittweise von 55 °C auf 95 °C 
in 0,5 °C Schritten erhöht und während jedem Schritt die Fluoreszenz gemessen. Die Daten 
werden erneut aufgezeichnet und in einer Schmelzkurve dargestellt, anhand der die entstanden 
Produkte beurteilt werden können.
Zur Auswertung der Daten wird ein Schwellenwert festgelegt, der sich im Bereich der 
exponentiellen Phase der Fluoreszenzzunahme (Produktzunahme) befinden muss.
Der Wert, bei dem das zunehmende Fluoreszenzsignal den Schwellenwert erreicht, ist der 
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Ct-Wert. Bei diesem Wert ist die Menge an neu gebildeter DNA in allen Ansätzen gleich. Aktin 
wurde zur Normalisierung der Ergebnisse eingesetzt.
Die relativen Expressionsunterschiede wurden mit der ΔΔCt-Methode berechnet:
 ∆CT=CTZielgen–CTAktin
 ∆∆CT=∆CTBehandlung–∆CTKontrolle
 relative Gen-Expressionsrate = 2-ΔΔCt
Die Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2 
durchgeführt. Nach dem Verschließen der 96-Well-Platte mit selbstklebender Folie wurde diese 
kurz bei 1500 U/min zentrifugiert. Der Thermocycler folgte einem Protokoll, wie es in Tabelle 7 
beschrieben ist.
Tabelle 7: PCR-Protokoll
Zyklus Wiederholungen Zeit Temperatur Prozess Anmerkungen













3 1 1 min 95 °C Denaturierung
4 1 1 min 55 °C Abkühlung






6 1 ∞ 4 °C
3.2.7	Agarose-Gelelektrophorese
Die Agarose-Gelektrophorese ist ein molekularbiologisches Verfahren zur Auftrennung von 
Nukleinsäuren entsprechend ihrer Größe im elektrischen Feld. Negativ geladene Moleküle 
wie zum Beispiel Nukleinsäuren wandern zur Anode. Dabei bewegen sich kleine Moleküle 
im Agarose-Gel schneller als große, was die Auftrennung nach der Größe möglich macht. 
Zur Anfertigung des Agarose Gels (1,7%) wurde 1 g Agarose unter kurzem Aufkochen 
in 60 ml Tris-Borsäure-EDTA Puffer (TBE-Puffer) gelöst. Die klare Flüssigkeit wurde in 
eine Gelgießvorrichtung gegossen, 10 µl Ethydiumbromid (1 mg/ml) hinzugegeben und 
Probenkämme zur Ausbildung der Auftragstaschen eingehängt. Ein Liter TBE-Puffer bestand aus: 
           10,8 g Tris Base
5,5 g Borsäure
4 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
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Zu den Proben wurden 2 µl Probenbeladungspuffer (enthält Bromphenolblau, Xylencyanol) 
pipettiert. Das Gel wurde in die Laufkammer eingehängt und mit TBE-Puffer vollständig 
bedeckt. Um eine Aussage zur Größe der DNA-Fragmente treffen zu können, wurde ein 
Größenmarker (100 bp gene ruler) auf das Gel aufgetragen. 
Nach circa 30 Minuten bei 80 Volt war die Elektrophorese beendet und das Gel wurde im 
Fluor-S™ Multimager unter UV-Licht eingescannt. Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid 
interkaliert zwischen die DNA-Doppelstränge, was sein Anregungsspektrum in den ultravioletten 
Bereich verlagert (Holtzhauer, 2009). So konnte kontrolliert werden, ob die jeweiligen Primer 
in den Proben ein Genprodukt mit der korrekten Größe entstehen ließen.
3.2.8	Proteinextraktion	und	quantitative	Bestimmung	nach	Bradford
Für die Proteinextraktion wurde das Medium der stimulierten Zellen abgesaugt, diese mit 
eiskaltem PBS-Puffer gewaschen und anschließend Lysepuffer (siehe Tabelle 8) auf die 
Zellen gegeben und für 10 Minuten auf dem Taumler inkubiert. Alle Schritte wurden auf Eis 
durchgeführt. Danach wurden die Lysate aus ihren Wells durch Kratzen mit der Pipettenspitze 
entfernt und in gekühlte Mikroreaktionsgefäße gegeben. Die Lysate wurden intensiv gemischt 
und für zehn Minuten in einem Thermomixer im Kühlschrank bei 4 °C geschüttelt. Der nächste 
Schritt war das zehnminütige Zentrifugieren bei 15.000 U/min und 4 °C. Anschließend wurden 
die Überstände in neue Gefäße pipettiert.
Es folgte die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford. Der Farbstoff 
Coomassie-Brilliant-Blau hat in seiner ungebundenen kationischen Form eine rote Farbe und 
ein Absorptionsmaximum bei 495 nm. In saurer Lösung bindet er an positiv geladene und 
unpolare Seitenketten von Proteinen, liegt somit in einer anionischen Form vor, die ihm einen 
blauen Farbton verleiht. Das Absorptionsmaximum dieser Protein-Farbstoffkomplexe liegt bei 
595 nm. 
5 µl der Lysat-Proben und der Standardproteinverdünnungen wurden in die Wells der 96-Well 
Platte gegeben und 150 µl Bradfordlösung blasenfrei hinzugefügt.
Im Photometer wurde die Absorption bei 595 nm gemessen und anhand der Eichkurve des 
Standardproteins der jeweilige Proteingehalt in den Proben errechnet.
Zu den Proben wurde Lämmli-Puffer im Verhältnis 1:5 hinzugefügt und dieses Gemisch bei 
100 °C 10 Minuten lang in einem Heizblock gekocht.
Dabei bindet sich SDS an die hydrophoben Bereiche der Proteine, was einerseits die Ausbildung 
von hydrophoben Wechselwirkungen verhindert und andererseits die Eigenladung der Proteine 
maskiert und nach außen alle mit der gleichen negativen Ladung versieht. 
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Tabelle 8: Zusammensetzung des Lysepuffers (für 5 ml)
 
Substanz Volumen
1 M Tris pH 8.0 0,25 ml
0,5 M EDTA 0,05 ml
5 M NaCl 0,15 ml





Die SDS-PAGE ist ein Verfahren zur Auftrennung von Molekülen im elektrischen Feld nach 
ihrer Größe.
Im elektrischen Feld wandern die negativ geladenen Protein-SDS-Komplexe in Richtung 
Anode. Die Auftrennung erfolgt ausschließlich anhand der Länge der Proteinketten.
Mit Ethanol gesäuberte Glasplatten wurden in eine Haltevorrichtung eingespannt und zunächst 
das Trenngel eingefüllt. War dieses fest, wurde das Sammelgel gegossen und die Probenkämme 
eingesetzt. Die Zusammensetzungen von Trenn- und Sammelgel sind in Tabelle 9 aufgeführt.
Die Elektrophorese lief 15 Minuten bei 150 Volt und danach circa eine Stunde bei konstant 200 
Volt.
Tabelle 9: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel





AA/BAA 0,65 5 3,33
Trenngelpuffer   ̶ 2,5 2,5
Sammelgelpuffer 1,25   ̶ -
Wasser 3,05 2,36 4,03
10% SDS 0,05 0,1 0,1
TEMED 0,006 0,01 0,01
10% APS (Ammoniumpersulfat) 0,025 0,05 0,05
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15 g Tris (125mM)
120 ml 1N HCl
ad 250 ml dest. H2O
Trenngelpuffer 
pH 8,8
45,38 g Tris (125mM)
60 ml 1N HCl
ad 250 ml dest. H2O
Kammerpuffer (1000 ml)






5 ml SDS (10%)
1,5 ml Mercaptoethanol
1,25 ml gesättigte Bromphenolblaulösung
3.2.10	Westernblot
Der Westernblot ist ein immunologisches Verfahren, um Proteine nachzuweisen. Dafür werden 
die Proteine im elektrischen Feld vom Polyacrylamidgel auf eine Membran (zum Beispiel 
Polyvenylendifluoridmembran - PVDF) übertragen.
Direkt an der Kathode und Anode befanden sich jeweils drei in Transferpuffer eingeweichte 
Lagen Filterpapier. In Richtung der Anode wurde die PVDF-Membran platziert, die vorher in 
Methanol angefeuchtet und in Transferpuffer eingelegt wurde. Das Trenngel wurde luftblasenfrei 
auf die Membran gelegt. Die Transferbedingungen wurden auf 0,4 A für eine Stunde und 
fünfzehn Minuten festgelegt.
Die Basis für einen Westernblot bilden Protein-Antikörper-Interaktionen. 
Eine Voraussetzung dafür ist, dass die PVDF-Membran selbst keine Antikörper bindet. Ihre 
freien Proteinbindungsstellen müssen also nach dem Blot blockiert werden, was mittels 
Blockierungslösung aus TBS-Puffer und 5% Milchpulver realisiert wurde. Das Blockieren 
dauert eineinhalb bis zwei Stunden. Danach wird die Membran mit dem Primärantikörper 
inkubiert. Die Inkubation fand über Nacht bei 4 °C auf einem Taumler statt. Anschließend 
wurde die Membran dreimal mit TBS-T für jeweils fünf Minuten gewaschen und danach mit 
dem Sekundärantikörper (z.B. Ziege x Kaninchen IgG-AP-Konjugat) für eine Stunde bei RT 
inkubiert.
Anschließend wurden die Membranen 2 mal mit TBST-Puffer und einmal mit Alkalische 
Phosphatase (AP)-Puffer gewaschen und mit der Detektionslösung angefärbt.
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6,05 g Tris (125 mM)
8,76 g NaCl
TBS-T-Puffer TBS-Puffer0,1% Tween 20
AP-Puffer (500 ml)
pH 9,5
6,05 g Tris (125 mM)
3 g NaCl
0,508 g MgCl2 x 6H2O
Detektionslösung
15 ml AP-Puffer
50 µl BCIP (50 mg/ml DMF)
100 µl NBT(50 mg/ml 70% DMF)
Antikörperverdünnungen:
Anti-NLRP3: TBST + 5% Milchpulver = 1:750
Anti-Actin: TBST + 1% Rotiblock = 1:1000
Anti-Casp1: TBST + 5% Milchpulver = 1:750
Anti-Rabbit IgG AP-Konjugat: TBST + 1% Rotiblock = 1:2000
Anti-Mouse IgG AP-Konjugat: TBST + 1% Rotiblock = 1:2000 
3.2.11	ELISA	(Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
Der ELISA bezeichnet ein Immunologisches Nachweisverfahren für Proteine, welches an 
eine Farbreaktion gekoppelt ist. Verwendet wurden Sandwich–ELISAs vom Hersteller R&D 
Systems. Das Prinzip ist folgendes: Die Wells der Mikrotiterplatte wurden mit dem ersten 
Antikörper beschichtet. Pipettiert man die Proben, wie auch die Standards hinein, binden 
die nachzuweisenden Proteine spezifisch an diese monoklonalen Antikörper. Nachfolgende 
Waschschritte entfernen die ungebundenen Anteile. Ein Enzym-gekoppelter zweiter Antikörper 
bindet an einem anderen Epitop des Zielproteins. Nach Zugabe einer Substratlösung wird eine 
Farbreaktion ausgelöst, deren Intensität direkt proportional dem gebundenen Protein ist. 
Durchgeführt wurden die Experimente mit Zellkulturüberständen und Zelllysaten.
Bei der Gewinnung der Zelllysate für ELISA-Analysen wurde nach der Anleitung des Cellular 
Fragmentation ELISA der Firma Roche (Katalognummer 11585045001) vorgegangen. Die 
Überstände wurden entfernt und nach kurzem Spülen der Zellen mit PBS wurden 200 µl des 
Inkubationspuffers pro Well hinzugegeben (bei Verwendung von 12-Well Platten). Dieser 
wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, danach die Zellkulturplatte für 10 Minuten 
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bei 250xg zentrifugiert und der Überstand abgenommen. 
Alle Reagenzien wurden auf Raumtemperatur gebracht. Im ersten Schritt des Assays wurden 
nun die Standardverdünnungen, Proben und Kontrollen in eine Mikrotiterplatte gegeben, die 
Wells verschlossen und für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschließend erfolgte ein dreimaliges Waschen der Wells. Zum Entfernen des Waschpuffers 
nach dem letzten Schritt wurde die Mikrotiterplatte umgedreht auf saubere Papiertücher getupft. 
Anschließend wurden 200 µl des zweiten, polyklonalen Antikörpers hinzugegeben und abermals 
abgedeckt für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen 
wurde die Substratlösung hinzu pipettiert. Die Inkubationszeit betrug 20 Minuten und musste 
lichtgeschützt erfolgen. Es folgte das Hinzugeben einer Stopp-Lösung in jedes Well, verbunden 
mit einem Farbumschlag von blau nach gelb. Im letzten Schritt musste nun die optische Dichte 
eines jeden Wells innerhalb von maximal 30 Minuten bei 450 nm gemessen werden.
Anhand der Standardreihe konnte eine logistische Funktion als Standardkurve ermittelt werden, 
anhand derer die Antigenkonzentration in den einzelnen Wells bestimmt werden konnte.
3.3	Statistische	Auswertung
Die wissenschaftliche Verwendbarkeit der Ergebnisse wird gewährleistet durch 
Mehrfachbestimmungen aus mindestens drei voneinander unabhängigen Experimenten. Die 
Resultate sind dargestellt als Mittelwerte mehrerer experimenteller Bestimmungen sowie deren 
Standardfehlern. Unter Verwendung des non-parametrischen Mann-Whitney-U-Tests wurde 






Zunächst wurde die Expression der RNA verschiedener Inflammasomproteine in den 
retinalen Pigmentepithelzellen überprüft. Die Daten wurden mittels PCR ermittelt. 
Die entstandenen PCR-Produkte wurden mittels Agarose Gelelektrophorese überprüft. 
Damit war die Expression der mRNA der Proteine NLRP2, NLRP3, NLRC4, ASC, AIM2, 
Caspase 1, Caspase 4, Caspase 5, NRF2 sowie Caspase 11 in kultivierten RPE-Zellen 
nachweisbar (Abb.4). Außerdem exprimieren die kultivierten RPE-Zellen die mRNA für den 
IL-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1RA), pro-IL-18 und pro-IL-1ß. Die mRNA von P2X7, NLRP6, 
NLRP7, sowie NLRP12 konnte nicht identifiziert werden. Auch durch Inkubation der RPE-
Zellen in Anwesenheit von NaCl gelang der Nachweis dieser RNAs nicht.
Abb.	4. Expression der RNA von Inflammasom- bzw. inflammatorischen Proteinen in RPE-Zellen. Die 
Expression wurde mittels PCR und anschließender Agarose Gelelektrophorese überprüft. Es wurden 
3 unabhängige Untersuchungen mit Zellen von unterschiedlichen Spendern zur Identifizierung der 
Expression von Inflammason- bzw. inflammatorischen Proteinen bei RPE-Zellen durchgeführt. Gezeigt 
sind repräsentative Bilder von Elektrophoresen mit PCR Produkten aus einem Spender. Für die negative 
Kontrolle wurde RNase freies Wasser anstelle von cDNA verwendet. 
M - Größenstandard, - negative Kontrolle, 1 - mRNA aus RPE-Zell-Spender
4.2	Osmotische	Regulation	der	Genexpression	von	Inflammasomproteinen
Die Untersuchung der Genexpression von Proteinen unter hoher extrazellulärer NaCl-
Konzentration wurde mittels qRT-PCR vorgenommen. 
Während die Zugabe von 100 mM NaCl zum Kulturmedium die Genexpressionsrate des 
Inflammasomproteins NLRP3 bereits nach zwei Stunden erhöhte, änderte sich die anderer 
Inflammasomproteine, wie NLRP2 und AIM2, nicht signifikant (Abb. 5A). Weiterhin änderte 
sich unter den gewählten Bedingungen die Genexpression des Caspase-1-Adapterproteins ASC 
sowie der proinflammatorischen Proteasen Caspase 1, 4 und 5 nicht (Abb. 5A). Die Analyse 
der Genexpression des Nuclear Factor E2-related Factor 2 (NRF2), ein Transkriptionsfaktor 
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zur Regulierung der Expression von Antioxidantien, zeigte, dass diese ebenfalls nicht durch 
extrazelluläres NaCl beeinflusst wird.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine hohe extrazelluläre Osmolarität die Expression 
von pro-IL-1ß, jedoch nicht die von pro-IL-18 mRNA erhöht (Veltmann et al., 2015), was 
mit den hier durchgeführten Experimenten bestätigt werden konnte (Abb. 5B). Dies lässt 
darauf schließen, dass eine hohe extrazelluläre NaCl-Konzentration das Priming des NLRP3-
Inflammasoms in menschlichen RPE-Zellen bewirkt. Auch die mRNA Expression des IL-1ß 
Rezeptorantagonisten IL-1RA wurde nach 24 Stunden durch hohe extrazelluläre Osmolarität 
erhöht (Abb. 5B).
Abb.	 5. Osmotische Regulation der mRNA Expression von Inflammasomproteinen und pro-
inflammatorischen Proteinen in humanen RPE-Zellen. Die Expressionsraten wurden mittels qRT-PCR 
ermittelt. A. mRNA Expression von Inflammasomproteinen und proinflammatorischen Proteinen (Casp, 
Caspase) unter hyperosmolaren Bedingungen (+100 mM NaCl). B. Effekt der Hyperosmolarität (+100 
mM NaCl) auf die mRNA-Menge von pro-IL-1β, pro-IL-18 und IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1RA). 
Die Daten wurden in 3-7 voneinander unabhängigen Experimenten mit unterschiedlichen Zelllinien 
ermittelt. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardfehler. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten 
Kontrolle: *P<0,05.
Ferner wurde festgestellt, dass der stimulierende Effekt des NaCl auf das NLRP3-Gen von 
der eingesetzten Dosis abhängt. Bereits eine Erhöhung der NaCl-Konzentration um 30 mM 
(≙315 mosmol/l Endosmolarität) genügte, um die NLRP3-Expression nach sechs Stunden 
Stimulationsdauer signifikant zu erhöhen (Abb. 6A). Jede weitere Erhöhung der NaCl-
Konzentration verstärkte diesen Effekt. Weiterhin wurde die Osmolarität im Kulturmedium 
erhöht, indem 200 mM Sucrose zugegeben wurde, was eine vergleichbare Erhöhung der 
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Osmolarität wie 100 mM NaCl bewirkt. Im Gegensatz zu NaCl wird durch Sucrose die 
extrazelluläre Osmolarität ohne Beeinflussung des Na-Gradienten verändert. Unter diesen 
Bedingungen wurde ein ähnlich hoher Anstieg der NLRP3-Genexpression wie unter dem 
Einfluss der Zugabe von 100 mM NaCl festgestellt (Abb. 6B). Der geringere Anstieg der NLRP3-
Genexpression bei verringerter Osmolarität (60% der Osmolarität des Kontrollmediums; Abb. 
6B) lässt darauf schließen, dass die Expression von NLRP3 empfindlich auf jede Art von 
Veränderungen der Osmolarität des Extrazellulärraumes reagiert.
Abb.	 6. Osmotische Regulation der NLRP3-mRNA in humanen RPE-Zellen. Die Expressions-
veränderungen wurden mittels qRT-PCR ermittelt. Hyperosmolare Bedingungen wurden durch Zugabe 
von 100 mM NaCl oder 200 mM Sucrose und Hypoosmolarität durch Zugabe von 40% sterilem 
Wasser erzeugt. A. Dosis-Wirkungs-Abhängigkeit für extrazelluläres NaCl auf die NLRP3-mRNA 
nach 6 h Stimulationsdauer. B. Wirkung von Sucrose bzw. Hypoosmolarität auf die NLRP3-mRNA. 
Die Daten wurden in 3-7 voneinander unabhängigen Experimenten mit Zellen von unterschiedlichen 
Spendern ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler. Signifikanter Unterschied zur 
unstimulierten Kontrolle: *P<0,05.
4.3	Beteiligte	Intrazelluläre	Signalwege	an	der	NaCl-induzierten	Expression	von	NLRP3
Zur Identifizierung der Signalwege, die die Expression des NLRP3-Gens in Abhängigkeit hoher 
NaCl-Konzentration regulieren, wurden die Zellkulturen mit pharmakologischen Hemmern für 
30 Minuten vorinkubiert. Dies diente dem Zweck, die Aktivierung intrazellulärer Signalproteine 
zu blockieren. Anschließend wurden die Zellen für weitere sechs Stunden mit NaCl (+100 mM) 
stimuliert. Die Wirkung der Hemmer auf die NLRP3-Genexpression wurde mittels qRT-PCR 
bestimmt.
Unter Kontrollbedingungen bewirkten die Hemmer SB203580 (p38 mitogenaktivierte 
Proteinkinase; p38 MAPK), PD98059 (extracellular-signal regulated kinase 1 and 2; 
ERK1/2), SP600125 (c-JUN NH2-terminal kinase; JNK), LY294002 (Phosphatidylinositol-3 
Kinase; PI3K), Gö6976 (Proteinkinasen Cα/β; PKC), GSK650394 (Serum-Glukokortikoid- 
regulierte Kinase; SGK) und H-89 (Proteinkinase A, PKA) eine geringe signifikante Erhöhung 
der NLRP3-Expression (Abb. 7A). Dimethylsulfoxid (DMSO), das Lösungsmittel für die 
pharmakologischen Hemmstoffe, zeigte selbst keinen Effekt auf die Expression von NLRP3.
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Eine signifikante Abnahme der NaCl-induzierten Expression von NLRP3 konnte durch 
Hemmung der p38 MAPK, der ERK1/2, der JNK, der PI3K, der PLCγ, Calcium bindender 
Proteine (Ruthenium Rot) und der SGK, sowie der PKC ermittelt werden (Abb. 7B). Die 
pharmakologische Hemmung der Transient Rezeptor Potential (TRP) und ligandenaktivierten 
Calcium-Eintrittskanäle (IP3) mittels 2-APB verhinderte die NaCl-induzierte Expression des 
NLRP3-Gens vollständig (Abb. 7B). Die Hemmer der Proteinkinase A (H-89) sowie der Src 
Tyrosinkinase (c-Src; PP2) waren ohne Effekt (Abb. 7). Die reduzierende Substanz Dithiothreitol 
(DTT) sowie das Antioxidans NAC hatten ebenfalls keinen Einfluss. Cyclosporin A (Hemmer 
der Mitochondrial Permeability Transition Poren - MPTP), welches die Permeabilität der 
Mitochondrienmembranen herabsetzt, der Hemmer der Cyclooxygenase, (Indomethazin) sowie 
das antiinflammatorische Glucocorticoid Triamcinolonacetonid blieben ohne Wirkung auf die 
NaCl-induzierte NLRP3-Genexpression (Abb. 7B).
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass an der NaCl-induzierten Expression der NLRP3-
mRNA in RPE-Zellen zahlreiche verschiedene Signaltransduktionswege, Kanäle, Rezeptoren 
und Proteinkinasen beteiligt sind. Dabei sind vor allem die Phospholipase C, Inositol-
Trisphosphat gekoppelte Calcium-Rezeptoren, die Proteinkinase C und die Serum- und 
Glucocorticoid-regulierte Kinase von Bedeutung.
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Abb.	7. Intrazelluläre Signalwege, die bei der NaCl-induzierten Expression des NLRP3-Gens eine Rolle 
spielen. Die Daten wurden mittels qRT-PCR ermittelt. Die humanen RPE-Zellen wurden für 30 min mit 
den pharmakologischen Hemmern vorinkubiert und anschließend in iso- und hyperosmotischen Medien 
für weitere 6 h kultiviert. A Wirkung der eingesetzten Hemmer unter Kontrollbedingungen. B Wirkung 
der Hemmer auf die NaCl-induzierte NLRP3-mRNA Expression nach 6 h. Folgende Hemmer kamen 
zum Einsatz: der Hemmer der p38 MAPK (SB203580; 10 µM), der ERK1/2 (PD98059; 20 µM), der 
JNK (SP600125; 10 µM), PI3K-verwandten Kinasen (LY294002; 5 µM), der PLCγ, (U73122; 4 µM), 
der Kanäle der intrazellulären Kalziumspeicher, IP3 Rezeptoren, und TRP Kanälen (2-APB; 100 μM), 
der PKCα/β (Gö6976; 1 µM), der Proteinkinase A (H-89; 1 µM), der Src Tyrosinkinasen (PP2; 100 
nM), der SGK Hemmer (GSK650394; 1 µM), die reduzierende Substanz Dithiothreitol (DTT; 3 mM), 
das Antioxidans NAC (1 mM), der Inhibitor der Mitochondrial Permeability Transition (MPT) Poren, 
Cyclosporin A (CsA; 1 µM), der Hemmer der Cyclooxygenase Indomethazin (Indo; 10 µM) und das 
antiinflammatorische Glucocorticoid Triamincolonhexacetonid (Triam; 50 µM). Fettlösliche Substanzen 
wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO; 1:1000) gelöst. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 3-
8 voneinander unabhängigen Experimenten unter Verwendung unterschiedlicher Zelllinien, die aus 
verschiedenen Spenderaugen isoliert wurden. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: 






Der stimulierende Effekt einer Erhöhung extrazellulären NaCls auf die Sekretion der 
Wachstumsfaktoren VEGF, bFGF und TGF-β1 bei RPE-Zellen konnte bereits bewiesen 
werden (Hollborn et al., 2015; Veltmann et al., 2016). Um herauszufinden, welche 
Wachstumsfaktorrezeptoren bei der NaCl-induzierten NLRP3-Genexpression eine Rolle spielen, 
wurden entsprechende pharmakologische Hemmer eingesetzt. Dazu zählten Hemmer des VEGF-
Rezeptors 2 (SU1498, 10 µM), der PDGF (Blutplättchen-assoziierte Wachstumsfaktor) Rezeptor-
Tyrosin-Kinase (AG1296; 10 µM), der EGF (Epidermale Wachstumsfaktor) Rezeptor-Tyrosin-
Kinase (AG1478; 600 nM), der TGF-β1 Superfamily Activin Receptor-like Kinase Receptors 
(SB431542; 10 nM) und der FGF (Fibroblastenwachstumsfaktor) Rezeptorkinase (PD173074; 
500 nM). Unter Kontrollbedingungen wurde eine geringe signifikante Erhöhung der NLRP3-
mRNA Expression durch die Wirkung von SU1498, AG1296 sowie SB431542 festgestellt. 
Keine dieser Substanzen veränderte die NaCl-induzierte NLRP3-Genexpression (Abb. 8).
Demnach ist die Freisetzung dieser Wachstumsfaktoren auf auto- oder parakrinem Weg nicht 
für die Expression des NLRP3-Proteins bei hoher extrazellulärer Osmolarität notwendig.
Abb.	8. Einfluss von Rezeptor-gekoppelten Signalwegen auf die NaCl-induzierte NLRP3-Expression. 
Die Daten wurden mittels qRT-PCR ermittelt. Humane RPE-Zellen wurden in isoosmotischem Medium 
für 30 min mit folgenden Hemmern vorinkubiert: Inhibitor des VEGF-Rezeptors 2 (SU1498; 10 µM), 
Hemmer des PDGF-Rezeptors (AG1296; 10 µM), Hemmer der EGF Rezeptor-Tyrosinkinase (AG1478; 
600 nM), dem Hemmer der Superfamilie des TGF-β1 Activin Receptor-like Kinase Receptors (SB431542; 
10 µM) sowie der FGF Rezeptorkinase (PD173074; 500 nM). Danach wurde für weitere 6 h NaCl (+100 
mM) zugegeben. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 3-5 unabhängigen Experimenten mit 





Die Zellen des retinalen Pigmentepithels exprimieren metabotrope (P2Y) und ionotrope 
(P2X) Purinrezeptoren der Typen P2Y1, P2Y2 und P2X7 sowie Adenosinrezeptoren, die durch 
extrazelluläres ATP aktiviert werden können (Housley et al., 2009; Kerur et al., 2013). ATP, 
welches aus gestressten Zellen in die Extrazellulärmatrix freigesetzt wird, ist ein Warnsignal 
für umliegende Zellen und führt in verschiedenen Zellsystemen zur Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms (Bours et al., 2011). Extrazelluläres ATP wirkt über purinerge metabotrope 
(P2Y) und ionotrope (P2X) Rezeptoren. 
Bekannt ist, dass sowohl akut isolierte, als auch kultivierte humane RPE-Zellen die mRNA der 
P2Y1, P2Y2, P2X7, Adenosin A1 und A2a – Rezeptoren exprimieren. Während die Expression 
von P2X7 sowie der Adenosinrezeptoren A1 und A2a in akut isolierten und kultivierten Zellen 
gleich war, wiesen die P2Y1 und P2Y2 Rezeptoren in den kultivierten Zellen ein geringeres 
Niveau auf, als in akut isolierten (Prager et al., 2016). 
Um eine Beteiligung purinerger Rezeptoren an der NaCl-induzierten NLRP3-Expression 
zu überprüfen, wurden kultivierte Zellen mit pharmakologischen Hemmern für 30 Minuten 
vorinkubiert und danach wurde NaCl (+100 mM) für sechs Stunden dem Medium zugegeben. 
Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl Apyrase (eine ATP-Diphosphohydrolase), als auch 
der P2Y1-Rezeptor Antagonist, MRS2179, die NLRP3-Expression sowohl unter isoosmolaren, 
als auch hyperosmolaren Bedingungen signifikant (P<0.05) hemmten (Abb. 9). Kein Einfluss 
hingegen zeigte sich bei Hemmung der Rezeptoren von P2Y2 durch AR-C 118925XX (AR-C), 
P2X7 durch A-438079, Adenosin A1 durch DPCPX und Adenosin A2a durch CSC. Ohne 
Effekt blieben auch der ecto-ATPase Hemmer ARL-67156 und der Nukleosidtransporter 
Antagonist NBTI (Abb. 9).
Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die Genexpression von NLRP3 teilweise von autokrin 
und parakrin aktivierter, purinerger Signaltransduktion reguliert wird und somit von der ATP-
vermittelten P2Y1-Aktivierung abhängig ist.
In T-Lymphozyten konnte nachgewiesen werden, dass hyperosmolare Bedingungen zum 
Pannexin-1 vermittelten ATP-Ausstoß führen (Woehrle et al., 2010). Die Untersuchungen 
an humanen RPE-Zellen zeigen, dass das Pannexin-blockierende Peptid, 10panx, die 
NLRP3-Expression unter Hyperosmolarität hemmte. Das wirkungslose Kontroll-Peptid 
10panxScrambled (10panxScr) blieb ohne Effekt. (Abb. 9). Somit könnte in RPE-Zellen ein 
ähnlicher Mechanismus wie in den T-Lymphozyten existieren, der zur Pannexin vermittelten 
ATP-Sekretion bei hohen extrazellulären NaCl-Konzentrationen führt.
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Abb.	9. Funktion purinerger Signalwege sowie des ATP-Kanals, Pannexin-1, bei der NaCl-induzierten 
Expression des NLRP3-Gens in humanen RPE-Zellen. Die Daten wurden mittels qRT-PCR ermittelt. 
Die RPE-Zellen wurden in isoosmotischem Medium für 30 min mit folgenden Hemmern vorinkubiert: 
das ATP hydrolysierende Enzym Apyrase (10 U/ml), der P2Y1 Antagonist MRS2179 (30 µM), der P2Y2 
Antagonist AR-C 118925XX (AR-C; 10 µM), der P2X7 Antagonist A-438079 (50 nM), der Adenosin 
A1 Rezeptor Antagonist DPCPX (50 nM), der Adenosin A2A Rezeptor Antagonist CSC (200 nM), der 
Ecto-ATPase Hemmer ARL-67156 (50 µM), der Antagonist der Nukleosidtransporter, NBTI (10 µM), 
das Pannexin-blocking peptide 10panx (200 µM) und das scrambled control peptide 10panxScr (200 µM). 
Anschließend wurde NaCl (+100 mM) für  weitere 6 h zu den Kulturen gegeben.
Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 3-8 unabhängigen Experimenten mit RPE-Zellen 
aus verschiedenen Spenderaugen. Signifikanter Unterschied gegenüber der unstimulierten Kontrolle: 
*P<0,05. Signifikanter Unterschied gegenüber der NaCl Kontrolle: ●P<0.05.
4.5	Einfluss	von	Transkriptionsfaktoren	auf	die	NaCl-induzierte	NLRP3-Expression
Eine hohe extrazelluläre Osmolarität durch viel NaCl begünstigt im RPE die Expression von 
Transkriptionsfaktoren, wie dem Hypoxie-induzierten Faktor 1a (HIF-1a), NF-κB (Nukleärer 
Faktor κB) und NFAT5 (Nukleärer Faktor aktivierter T-Zellen) (Hollborn et al., 2015). Ob und 
wie diese Faktoren an der Regulation der Genexpression von NLRP3 unter hyperosmolaren 
Bedingungen beteiligt sind, sollte mit den folgenden Untersuchungen erörtert werden. Auch 
dafür wurden den Zellkulturen pharmakologische Hemmer zugesetzt, um die Aktivität der 
Transkriptionsfaktoren zu inhibieren. Verwendet wurden: Stattic, als Hemmer des Faktors 
STAT3 (Signal Transducer an Activator of Transcription 3 - Schust et al., 2006), CAPE 
(Caffeic Acid Phenetyl Ester), welches ein NF-κB Inhibitor ist (Natarajan et al., 1996) sowie 
der HIF-Inhibitor, durch den HIF-1 gehemmt wird. Unter Kontrollbedingungen wurde durch 
die Anwesenheit des NF-κB Inhibitors die NLRP3-mRNA Expression signifikant erhöht. 
Stattic und CAPE hatten keinen Einfluss auf das NaCl-induzierte Expressionsniveau von NLRP3 
(Abb. 10A). Lediglich der HIF-Inhibitor (Lee et al., 2007) reduzierte die NaCl-induzierte 
NLRP3-Expression signifikant (P<0.05) (Abb. 10A).
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Da der Transkriptionsfaktor NFAT5 eine wichtige Rolle bei der Anpassung von Zellen an 
hyperosmolare Bedingungen spielt (Cheung und Ko, 2013), wurde auch dessen Einfluss auf 
die NLRP3-Expression unter diesen Bedingungen getestet. Dazu wurden die Zellen mit einer 
siRNA, die gegen die NFAT5 mRNA gerichtet ist, transfiziert, um die Translation zu blocken 
und somit die Synthese dieses Transkriptionsfaktors zu unterbinden. Als Negativkontrolle 
diente eine siRNA, die kein Zielgen hatte (siNon). Die Zellen, deren NFAT5-Gen blockiert war, 
zeigten unter Hyperosmolarität signifikant (P<0.05) geringere Mengen an NLRP3-mRNA im 
Vergleich zu den Zellen, die mit der siNon-RNA transfiziert wurden (Abb. 10B). Demzufolge 
scheint die Expression der NLRP3-mRNA unter Hyperosmolarität sowohl von HIF-1, als auch 
von NFAT5 abzuhängen. 
Abb.	10. Einfluss von Transkriptionsfaktoren auf die NaCl- induzierte Expression der NLRP3-mRNA 
in RPE-Zellen. Die Daten wurden mit qRT-PCR ermittelt. Die Zellen wurden 30 min mit den Inhibitoren 
vorinkubiert. Anschließend wurden die humanen RPE-Zellen in iso- bzw. hyperosmotischem Medium 
in Anwesenheit der Substanzen für 6 h kultiviert. A. Folgende Hemmer wurden eingesetzt: Der STAT3-
Hemmer Stattic (1 µM), der NF-κB Inhibitor CAPE (5 µM), und der HIF-1 Inhibitor (HIF-Inh; 5 µM). 
B. Einfluss einer NFAT5 siRNA (siNFAT5; 10 nM) sowie einer siRNA ohne Zielgen (siNon; 10 nM) auf 
die NaCl-induzierte NLRP3-mRNA. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 3 - 6 
unabhängigen Experimenten mit RPE-Zellen von verschiedenen Spendern. Signifikanter Unterschied 
zur unstimulierten Kontrolle: *P<0,05. Signifikanter Unterschied im Vergleich zur NaCl Kontrolle: 
●P<0.05.
4.6	 Ein	 erhöhter	 NaCl-Gehalt	 bewirkt	 eine	 vorübergehende	Aktivierung	 des	 NLRP3-
Inflammasoms
Das Priming des NLRP3-Inflammasoms, initiiert durch die Transkription des NLRP3-Gens, ist 
der erste Schritt zur Ausbildung eines funktionstüchtigen Inflammasoms. Der zweite Schritt ist 
die Aktivierung des Inflammasoms, durch Translation und Aggregation der Proteindomänen 
NLRP3, ASC und Procaspase-1. Dieser Inflammasom-Komplex führt zur Aktivierung der 
Caspase-1, welche IL-1β aktiviert (Gross et al., 2011; Latz et al., 2013).
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Für die Untersuchungen zur Expression des NLRP3-Proteins wurden Western Blot Experimente 
durchgeführt. Damit konnte gezeigt werden, dass RPE-Zellen generell nur sehr geringe 
Mengen an NLRP3-Protein enthalten. Die nachweisbare Menge an NLRP3-Protein erhöhte 
sich in der unstimulierten Kontrolle nach sechs Stunden (Abb. 11A), was vermuten lässt, dass 
in unstimulierten RPE-Zellen kontinuierlich NLRP3-Protein produziert wird.
Die Stimulation der Zellen mit zusätzlich 100 mM NaCl bewirkte einen vorübergehenden 
Anstieg des NLRP3-Proteins nach drei Stunden. Sechs Stunden nach der NaCl-Zugabe sank 
die Menge an NLRP3-Protein jedoch wieder unter das Kontrollniveau (Abb. 11A,B).
Zum Nachweis der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms wurde aktives 
Interleukin-1β (IL-1β) mittels ELISA-Analysen unter gleichen Stimulationsbedingungen 
bestimmt. Dafür wurden Untersuchungen mit zytosolischen Proteinextrakten durchgeführt. 
Eine Stimulation mit NaCl (+100 mM) bewirkte eine signifikante (P<0,05) Erhöhung des 
zytosolischen IL-1β Gehaltes nach drei Stunden Stimulationszeit auf 199,9 ± 39,5% des 
Kontrollwertes (Abb. 11C). Nach sechs Stunden NaCl-Stimulation ergab sich kein signifikanter 
Unterschied zum Kontrollwert des selben Zeitpunktes (Abb. 11C). Weiterführend wurden die 
Zellen mit L-leucyl-L-leucine Methylester inkubiert, einer Substanz, welche zur Destabilisierung 
der Lysosomen und somit nachweislich zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms führt 
(Tseng et al., 2013). Der Einsatz dieser Substanz diente als Positivkontrolle und führte zu einem 
deutlichen Anstieg des zytosolischen, aktiven IL-1β auf 555,6 ± 203,6% nach drei und 1205,8 
± 315,7% nach sechs Stunden (Abb.11C).
In einem weiteren Test wurde das Protein von sezerniertem Interleukin 18 (IL-18), einem weiteren 
Effektor des aktivierten NLRP3-Inflammasoms, überprüft. Die Testbedingungen beliefen sich 
abermals auf drei und sechs stündige Stimulation mit NaCl (+100 mM). Zeitabhängig stieg der 
Proteingehalt im Kulturüberstand signifikant an (Abb. 11D).
Man kann daraus schlussfolgern, dass eine Erhöhung des extrazellulären NaCl-Gehaltes zur 
vorübergehenden Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms führt, welches sich bei den RPE-
Zellen in einer Zunahme an intrazellulärem IL-1ß bzw. verstärkt sezeniertem IL-18 äußert.
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Abb.	 11. Ein erhöhter NaCl-Gehalt bewirkt eine transiente Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms. 
A. Analyse des NLRP3-Proteins in Lysaten kultivierter RPE-Zellen. Die Zellen wurden für 3 und 6 h in 
Ab- und Anwesenheit von NaCl (+100 mM NaCl) im Medium kultiviert. Für den Nachweis von Aktin 
(Ladekontrolle) und NLRP3 wurden jeweils 35 µg Protein eingesetzt. B.	Densitometrische Auswertung 
der 85 kDa großen Bande des NLRP3-Proteins aus den Daten des Western Blots. Die Daten wurden auf 
das jeweilige Aktin-Level bezogen und prozentual auf die unstimulierte 3 Stunden Kontrolle bezogen 
(100%). C. Analyse des zytosolischen, aktiven IL-1β Gehaltes mittels ELISA. Als Positivkontrolle wurde 
das NLRP3-Inflammasom mittels L-leucyl-L-leucine methylester (Leu-Leu-OMe; 1 mM) aktiviert. 
Die Daten wurden prozentual auf die unstimulierte 3 Stunden Kontrolle bezogen (100%; 1,02 ± 0,46 
pg/ml). D.	Menge des IL-18 Proteins im Kulturmedium. Die Daten wurden mittels ELISA-Analyse 
gewonnen und wurden prozentual auf die unstimulierte 3 h Kontrolle bezogen (100%; 0,19 ± 0,06 pg/
ml). Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 3 - 6 unabhängigen Experimenten mit 
RPE-Zellen von verschiedenen Spendern. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten 3 h Kontrolle: 
*P<0,05. Signifikanter Unterschied im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle: ●P<0,05.
4.7	 Beteiligung	 der	 P2Y1–Rezeptoraktivierung	 an	 der	 NaCl-induzierten	 Expression	
angiogener	Faktoren
Ein hoher NaCl-Gehalt des Extrazellulärraumes bewirkt die Genexpression der angiogenen 
Faktoren VEGF und bFGF in den Zellen des RPE (Hollborn et al., 2015; Veltmann et al., 
2016). Wir konnten zeigen, dass die Transkription dieser Gene unter den Bedingungen der 
extrazellulären Hyperosmolarität weder durch den Caspase-1 Inhibitor Ac-YVAD-CHO, noch 
einen rekombinanten humanen IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1RA) gehemmt wurde (Abb. 
12A,B). Dies lässt darauf schließen, dass die Expression angiogener Faktoren unter extrazellulärer 
Hyperosmolarität nicht von der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms abhängt.
Einen signifikant (P<0.05) hemmenden Einfluss auf die Expression angiogener 
Wachstumsfaktoren ergab die Verwendung eines P2Y1-Antagonisten (MRS2179), während 
die Hemmung des P2X7-Rezeptors mittels A-438079 keine Auswirkungen hatte (Abb. 12A,B). 
Somit besitzt der purinerge P2Y1-Rezeptor nicht nur eine wichtige Funktion bei der NaCl-
induzierten Expression des NLRP3-Gens, sondern auch bei der NaCl-induzierten Expression 
angiogener Faktoren wie VEGF und bFGF.
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Abb.	12. Beteiligung der P2Y1 – Rezeptoraktivierung an der NaCl-induzierten Expression von VEGF 
(A) und bFGF (B). Mittels qRT-PCR wurde die mRNA-Expression des jeweiligen Faktors ermittelt. 
Die Stimulation der Zellen erfolgte für 6 h in iso- (Kontrolle) und hyperosmolarem (+100 mM NaCl) 
Medium sowie unter Verwendung folgender pharmakologischer Substanzen: Der Caspase-1-Inhibitor 
Ac-YVAD-CHO (Ac-Y; 500 nM), der rekombinante humane IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1RA; 1 µg/
ml), der P2Y1-Rezeptorantagonist MRS2179 (30 µM) sowie der P2X7-Rezeptorantagonist A-438079 (50 
nM). Die Daten wurden in 3-6 voneinander unabhängigen Experimenten mit RPE aus unterschiedlichen 
Spendern gewonnen. Signifikanter Unterschied gegenüber unstimulierter Kontrolle: *P<0,05. 




Systemische und lokale Entzündungen spielen bei der Pathogenese der altersabhängigen 
Makuladegeneration eine wichtige Rolle (Xu et al., 2009; Nita et al. 2014). Diese 
inflammatorischen Prozesse werden durch zytosolische Protein-Signaling-Komplexe, 
sogenannte Inflammasome, aktiviert. Die Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms an der 
Pathogenese der AMD konnte bereits mehrfach gezeigt werden. Sowohl bei der geografischen 
Atrophie der trockenen AMD (Kerur et al., 2013; Fowler et al., 2014), als auch bei der 
choroidalen Neovaskularisation der feuchten Form der AMD (Marneros, 2013; 
Tseng et al., 2013) spielt dieses Inflammasom eine Rolle. Der Arbeitsgruppe Marneros 
gelang es, zu beweisen, dass eine alleinige VEGF-Überexprimierung nicht ausreicht, 
AMD-ähnliche Symptome auszubilden. Erst eine Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms 
konnte im Tierversuch AMD-ähnliche Pathologien ausbilden. Dies lässt darauf schließen, 
dass das NLRP3- Inflammasom in vivo eine wichtige Funktion bei der Ausbildung der 
pathologischen Symptome einer AMD besitzt. Der Beweis, dass die AMD eine Erkrankung ist, 
die mit lokaler und systemischer Entzündung einhergeht, wurde ebenfalls mehrfach erbracht 
(Xu et al., 2009; Cheung und Wong, 2014).
Die Risikofaktoren für diese Erkrankung sind sehr vielfältig. Dazu zählen fortgeschrittenes 
Alter, Rasse, genetische Disposition, Sonnenlichtexposition, Rauchen, Ernährung und 
Bluthochdruck (Hyman et al., 2000; Fraser-Bell et al., 2008). Bluthochdruck resultiert in den 
meisten Fällen aus einer überhöhten Aufnahme von Speisesalz (NaCl) in deren Folge es zum 
Anstieg der extrazellulären Osmolarität kommt (Lifton et al., 2001), was mit zunehmendem Alter 
immer schlechter durch die Nieren kompensiert werden kann. Blutdrucksenkende Medikamente 
zum Vorbeugen von AMD erzielten nicht den erwünschten Effekt (Van Leeuwen et al., 2004). 
Dies legt nahe, dass nicht der Bluthochdruck selbst, sondern mit diesem einhergehende bzw. 
verwandte Umstände der eigentliche Auslöser für die AMD sind. Dazu zählen vor allem eine zu 
hohe NaCl-Konzentration im Extrazellulärraum sowie eine erhöhte extrazelluläre Osmolarität 
(Hollborn et al., 2015). Diese Vermutung bestätigte sich mit der Erkenntnis, dass diese beiden 
Einflussgrößen die Expression angiogener Wachstumsfaktoren wie VEGF und bFGF in 
humanen RPE-Zellen stimulieren (Hollborn et al., 2015; Veltmann et al., 2016).
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie erörtert, ob ein hoher extrazellulärer 
NaCl-Gehalt die Expression von Inflammasom-Proteinen in vitro fördert und ob das NLRP3-
Inflammasom unter diesen Bedingungen aktiviert wird. Des Weiteren sollte geklärt werden, 
welche Signaltransduktionswege und Transkriptionsfaktoren diese Aktivierung vermitteln.
5.1	Die	Genexpression	von	Inflammasomproteinen	wird	osmotisch	reguliert
Eine erhöhte extrazelluläre Osmolarität und hoher extrazellulärer NaCl-Gehalt sind als 
Induktoren der systemischen Immunaktivierung bekannt (Junger et al., 1994; Yi et al., 2015).
In den meisten Zellsystemen, wie auch bei den RPE-Zellen (Marneros, 2013), ist es notwendig, 
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die Genexpression von NLRP3 und pro-IL-1ß durch ein sogenanntes Priming zu steigern, um 
eine ausreichende Menge an Protein zur Ausbildung des Inflammasoms und dessen Aktivierung 
zu erzeugen (Stutz et al., 2009; Latz et al., 2013). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt 
werden, dass eine Erhöhung der extrazellulären NaCl-Konzentration im Kulturmedium eine 
Zunahme der Transkription der NLRP3-mRNA bei kultivierten humanen RPE-Zellen bewirkte 
(Abb. 5A). Trotz erhöhter extrazellulärer Osmolarität veränderte sich die Genexpression von 
NLRP2, AIM2 und NLRC4 nicht. Die mRNA von NLRP1, NLRP6, NLRP7 und NLRP12 
konnte unter den hier verwendeten Bedingungen nicht nachgewiesen werden. Weiterhin wurde 
durch eine Erhöhung der extrazellulären Osmolarität durch NaCl eine Zunahme an pro-IL-1ß 
mRNA nachgewiesen, während die Genexpression von pro-IL-18 davon unbeeinflusst blieb 
(Abb. 5B). Diese Erkenntnisse werden durch Ergebnisse von Shi et al. (2015) bestätigt. Die 
Autoren zeigten, dass IL-18 von den Zellen des RPE konstitutiv synthetisiert wird und somit in 
Stresssituationen nicht verstärkt exprimiert werden muss. Piippo et al. (2014) fanden bei einer 
RPE-Zelllinie, dass sich die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms auf die Produktion von 
IL-1β, jedoch nicht auf IL-18 auswirkt. 
Auch die Gentranskription von ASC sowie Procaspase-1 wurde durch eine hohe extrazelluläre 
NaCl-Konzentration nicht verändert (Abb. 5A). Vergleichbare Ergebnisse wurden an 
Makrophagen aus Mäusen erzielt (Bauernfeind et al., 2011). Durch Lipopolysaccharid- 
induzierte Stimulation der Zellen wurde die Genexpression von NLRP3 und pro-IL-1ß verstärkt. 
Ein Effekt auf die ASC bzw. Procaspase-1 Gene konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. 
Diese Resultate deuten darauf hin, dass ein hoher extrazellulärer Natriumchloridgehalt das 
Priming des NLRP3-Inflammasoms bei den humanen RPE-Zellen induziert, jedoch das 
Inflammasom nicht aktiviert, da die Aktivierung der Procaspase-1 und die Sekretion von IL-1β 
nicht nachgewiesen werden konnten. Bestätigt wird diese Folgerung durch Ergebnisse von Ip 
und Medzhitov (2015). Die Autoren zeigten, dass eine erhöhte extrazelluläre Osmolarität die 
Aktivierung der Procaspase-1 in Makrophagen von Mäusen, jedoch nicht in Fibroblasten und 
Epithelzellen bewirkt. 
Geschlussfolgert werden kann, dass die Expression des NLRP3-Gens durch Veränderungen der 
extrazellulären Osmolarität stark beeinflusst wird. Dabei spielte eine Erhöhung der Osmolarität 
(hier erzeugt durch NaCl, bzw. Sucrose) bei den kultivierten RPE-Zellen eine vorrangige Rolle, 
während die Reduktion der Osmolarität nur einen geringen transienten Effekt hatte (Abb. 5A, 
6B).
Taylor et al. (2008) und Schorn et al. (2011) zeigten, dass Faktoren, die das NLRP3-
Inflammasom aktivieren, auch zellschrumpfende und –schwellende Effekte hervorriefen. Zu 
diesen NLRP3-Inflammasom-Aktivatoren zählen auch Osmolaritätsveränderungen (Hyper- 
und Hypoosmolarität). Die Ergebnisse dieser Studien können durch die Resultate dieser Arbeit 
für humane kultivierte RPE-Zellen bestätigt werden. 
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5.2	 Beteiligung	 intrazellulärer	 Signalwege	 an	 der	 NaCl-induzierten	 Expression	 von	
NLRP3
Mit anschließenden Experimenten sollten die intrazellulären Signalwege, die die 
NaCl-induzierte NLRP3-mRNA Expression vermitteln, identifiziert werden, um die Prozesse 
und Mechanismen, die durch osmolare Schwankungen beeinflusst werden, besser zu verstehen. 
Dabei konnte der Beweis erbracht werden, dass an der NaCl-induzierten Expression der NLRP3-
mRNA verschiedene Signalwege beteiligt sind. So hängt das Priming des NLRP3-Inflammasoms 
zum Teil von den Signalwegen der p38 MAPK, ERK1/2, JNK, PI3K, PLC, IP3, PKC, dem 
Calcium-signaling und der SGK (Serum- und Glukokortikoid-regulierte Kinase) ab (Abb. 7). 
Insbesondere die SGK spielt eine wichtige, bereits bekannte Rolle im Natriumhaushalt des 
menschlichen Körpers. Das Enzym SGK wird durch extrazellulär erhöhte NaCl-Konzentration 
verstärkt gebildet. Es aktiviert seinerseits Proteine, Ionenkanäle und -transporter sowie die 
Natrium-Kalium-ATPase, einen der wichtigsten Ionentransportmechanismen des menschlichen 
Körpers (Lang et al., 2006; Wu et al., 2013). 
Ein weiterer bekannter Aktivator des NLRP3-Inflammasoms sind zelleigene Mechanismen, die 
an reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gekoppelt sind (Iyer et al., 2013). Aus den Ergebnissen 
dieser Arbeit geht hervor, dass oxidativer Stress keine Rolle bei der NaCl-induzierten Expression 
des NLRP3-Gens bei den kultivierten RPE-Zellen spielt (Abb. 7). Durch den Einsatz des 
reduzierenden Dithiothreitol (DTT) bzw. des ROS-Inhibitors NAC wurden keine Effekte auf 
die NaCl-induzierten NLRP3-mRNA Menge nachgewiesen. Ferner wurde Cyclosporin A als 
Hemmer der mitochondrialen Destabilisation eingesetzt. Auch damit konnte kein Effekt auf die 
NaCl-induzierte Erhöhung des NLRP3-Genlevels festgestellt werden (Abb. 7). Somit scheinen 
die Destabilisation von Mitochondrien und daraus resultierender oxidativer Stress keinen 
Einfluss auf das NaCl-induzierte Priming des NLRP3-Inflammasoms zu haben. Bestätigt wird 
diese Aussage durch die Erkenntnis, dass die mRNA des nuclear factor E2-related factor-2 
(NRF2) bei den RPE-Zellen durch extrazelluläre Hyperosmolarität nicht verstärkt gebildet 
wird (Abb. 5A). NRF2 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression antioxidativer und 
fremdstoffabbauender Enzyme reguliert und damit beim Schutz der Zellen gegen oxidativem 
Stress zum Beispiel durch intrazelluläre ROS eine Rolle spielt.
5.3	 Die	 NaCl-stimulierte	 Genexpression	 von	 NLRP3	 wird	 durch	 Rezeptor-gesteuerte	
Signalwege	beeinflusst
Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass die NLRP3-Genexpression bei 
kultivierten RPE-Zellen vom extrazellulären NaCl-Gehalt abhängt. Zudem ist bekannt, dass bei 
Makrophagen nach Stimulation mit ATP die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch 
PLC- und IP3-gesteuerte Calciumfreisetzung erfolgt (Murakami et al., 2012). Deshalb sollte 
untersucht werden, inwieweit purinerge Signalwege am NaCl Effekt bei den RPE-Zellen 
beteiligt sind.
Durch die Anwendung pharmakologischer Hemmer konnten Hinweise darauf gefunden 
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werden, dass auto- und parakrin aktivierte purinerge Signalwege eine bedeutende Funktion 
beim NaCl-induzierten Priming des NLRP3-Inflammasoms haben. Dazu zählen die Pannexin-
gesteuerte ATP-Ausschüttung (Abb. 9) und die Aktivierung des metabotropen P2Y1-Rezeptors. 
Eine NaCl-induzierte Ausschüttung von ATP mit anschließender Aktivierung des P2Y1-
Rezeptors wäre hierbei ein möglicher Mechanismus. Der aktivierte P2Y1-Rezeptor könnte 
über die Phospholipase C (PLC) und Inositoltrisphosphat (IP3) die Calcium-Freisetzung aus 
intrazellulären Speichern auslösen und die Proteinkinase C (PKC) aktivieren. Die Hemmung 
dieser intrazellulären Signalwege verringerte die NaCl-induzierte NLRP3-Genexpression 
(Abb.7) im gleichen Maße wie die ATP/ADP Phosphohydrolase Apyrase und der 
P2Y1-Rezeptor Hemmer (MRS2179, Abb. 9).
Damit wurde ein weiterer Mechanismus identifiziert, der zur Steigerung der NLRP3-
Genexpression führt und in Abhängigkeit der extrazellulären NaCl-Konzentration wirksam 
wird.
5.4	Einfluss	von	Transkriptionsfaktoren	auf	die	NaCl-induzierte	NLRP3-Expression
Die Genexpression diverser Transkriptionsfaktoren wie des Hypoxie-induzierten Faktors 1 
(HIF-1), des nuklearen Faktors (NF)-κB und des nuclear factor of activated T cells (NFAT5) 
wird durch hyperosmotischen Stress induziert (Hollborn et al., 2015). Deshalb sollte ermittelt 
werden, ob diese Faktoren für die NaCl-induzierte NLRP3-Genexpression von Bedeutung 
sind.
Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass die Transkriptionsfaktoren Signal Transducers and 
Activators of Transcription (STAT3) und nuklearer Faktor (NF)-κB für die Regulation der 
NLRP3-mRNA Expression unter hyperosmolaren Bedingungen ohne Bedeutung sind (Abb. 
10A).
Der Transkriptionsfaktor NFAT5 ist bekannt als Überlebensfaktor für Zellen bei osmotischem 
Stress (Cheung und Ko, 2013). Der Hypoxie-induzierte Faktor 1 (HIF-1) spielt in verschiedenen 
Zelltypen eine Rolle bei der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms (Nicholas et al., 2011; 
Tannahill et al., 2013). Unklar ist, ob die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms direkt oder 
indirekt über Mediatoren wie die Serum-Glukokortikoid-regulierte Kinase, SGK, (Chen et al., 
2009) erfolgt. Diese Autoren liefern auch Hinweise darauf, dass die Expression von SGK durch 
die Aktivität von HIF-1 und NFAT5 vermittelt wird.
Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass der Transkriptionsfaktor NFAT5 an der 
osmolaritätssensitiven Expression der NLRP3-mRNA mitwirkt. So wird die NaCl-induzierte 
Genexpression von NLRP3 durch die Hemmung der Synthese des NFAT5 Proteins mittels 
siRNA signifikant verringert (Abb. 10B). Das scheint ein Beweis für die Beteiligung von 
NFAT5 an der Regulation der NLRP3-Genexpression unter hyperosmotischen Bedingungen 
bei humanen kultivierten RPE-Zellen zu sein.
Die Genexpression von HIF-1α, das als Transkriptionsfaktor den zellulären Redoxhaushalt re-
guliert, wird in Abhängigkeit vom extrazellulären NaCl-Gehalt verstärkt (Hollborn et al.,2015). 
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Es gelang uns zu zeigen, dass unter Einfluss eines selektiven HIF-Inhibitors die NLRP3-
Expression unter Hyperosmolarität signifikant verringert ist (Abb. 10A). 
Somit konnten bereits gewonnene Erkenntnisse, nach denen NFAT5 und HIF-1 
osmolaritätsabhängig exprimiert werden und HIF-1 in anderen Zelltypen bei der Aktivierung 
des NLRP3-Inflammasoms mitwirkt, auf die Zellen des RPE übertragen und um den Aspekt der 
Beteiligung von NFAT5 erweitert werden.
Die Frage, welche Rolle SGK bei der NaCl-induzierten NLRP3-Genexpression spielt, bleibt 
noch offen und könnte Gegenstand weiterführender Untersuchungen sein.
5.5	 Ein	 erhöhter	 NaCl-Gehalt	 bewirkt	 die	 vorübergehende	 Aktivierung	 des	 NLRP3-
Inflammasoms
Nachdem das Priming des NLRP3-Inflammasoms infolge einer erhöhten extrazellulären 
Osmolarität nachgewiesen werden konnte, bedienten wir uns mehrerer Proteinnachweis-
verfahren, um Hinweise für eine Aktivierung des Inflammasoms zu finden. Voraussetzung 
für die Aktivierung ist das Vorhandensein ausreichender Proteinmengen von NLRP3 und 
entsprechender weiterer Inflammasomdomänen, die anschließend im Schritt der Aktivierung 
zusammengesetzt werden (Gross et al., 2011; Latz et al., 2013). Zunächst lässt sich feststellen, 
dass das NLRP3-Inflammasom stets in kultivierten, unstimulierten RPE-Zellen aktiviert wird, 
wie der Anstieg der Proteinmengen von NLRP3- und IL-1β zeigt (Abb. 11A-C).
Eine Zunahme an NLRP3-Protein im Zytosol der Zellen war durch die entsprechende, das 
Priming des Inflammasoms fördernde, Stimulation mittels 100 mM NaCl nach drei Stunden 
eindeutig festzustellen. Nach sechs Stunden wurde eine Reduktion des nachweisbaren NLRP3-
Proteins festgestellt (Abb. 11A,B).
Verifiziert wurden diese Ergebnisse durch ELISA-Analysen zum Nachweis von IL-1β und IL-
18, welche durch aktive NLRP3-Inflammasome aktiviert bzw. sezerniert werden. Dabei wurde 
ein signifikanter Anstieg des aktiven IL-1β im Zytosol nach dreistündiger NaCl-Stimulation 
festgestellt. Nach sechs Stunden Stimulation sank der Gehalt an IL-1β wieder auf das Niveau 
der unstimulierten Kontrolle ab (Abb. 11C).
Dies bestätigt die Erkenntnis, dass das NLRP3-Inflammasom durch einen Anstieg des 
extrazellulären NaCl-Gehaltes vorübergehend aktiviert wird. Der NaCl-Effekt ist nur für 
einen Zeitraum von weniger als sechs Stunden nachweisbar, führt aber zur Aktivierung des 
Interleukins IL-1β, einem unmittelbaren Effektor des NLRP3-Inflammasoms.
Weiterhin konnte festgestellt werden, dass ein erhöhter NaCl-Gehalt nach drei und sechs Stunden 
zu einer Sekretion von IL-18 führt, wie ELISA-Analysen der Zellkulturüberstände zeigten 
(Abb. 11D). Dies ist konform zu einer aktuellen Studie, laut der RPE-Zellen auf Inflammasom-
aktivierende Reize bevorzugt mit der Sekretion von IL-18 reagieren (Shi et al., 2015).
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5.6	 Beteiligung	 der	 P2Y1–Rezeptoraktivierung	 an	 der	 NaCl-induzierten	 Expression	
angiogener	Faktoren
Gezeigt wurde, dass die Expression angiogener Faktoren wie bFGF und VEGF durch die 
Erhöhung der extrazellulären Osmolarität induziert wird (Hollborn et al., 2015; Veltmann et 
al., 2016).
Einer Studie zufolge wird die konstitutive Sekretion von VEGF in den RPE-Zellen durch die 
Inflammasomaktivierung reduziert (Mohr et al., 2015). Neovaskularisationen, als Symptom 
der feuchten AMD, werden durch die Wirkung von VEGF hervorgerufen (Marneros, 2013). 
Es liegt also nahe, dass die VEGF-Expression unabhängig von der Inflammasomaktivierung 
stattfinden muss.
Deshalb wurde untersucht, welche Rolle das Inflammasom bzw. purinerge Rezeptoren bei 
der NaCl-induzierten Expression von VEGF und bFGF spielen. Gezeigt werden konnte, dass 
die Hemmung der Aktivierung des P2Y1-Rezeptors die Expression der angiogenen Faktoren 
signifikant reduziert, während die Inflammasomaktivierung und der P2X7-Rezeptor keine 
Bedeutung hatten (Abb. 12A,B).
Somit wird die NaCl-induzierte Erhöhung der Genexpression der angiogenen 
Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF teilweise vom P2Y1 Rezeptor vermittelt und ist 
unabhängig von der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms (Abb. 12).
5.7	Klinische	Relevanz	der	gewonnenen	Erkenntnisse
Um die Abhängigkeit der Genexpression des NLRP3 von der extrazellulären NaCl-
Konzentration zu bestimmen, wurde eine Dosis-Wirkungs-Analyse durchgeführt. Dabei wurde 
eine signifikante Erhöhung der NLRP3-Genexpression bereits bei einer Zugabe von 10 mM 
NaCl zum Kulturmedium festgestellt (Abb. 6A). Studien zufolge liegt die höchste pathologische 
Osmolarität des Blutes im Menschen bei durchschnittlich 360 mOsm/kg, welche durch eine 
Zugabe von 40 mM NaCl zum Zellmedium erreicht wird (Kleinewietfeld et al., 2013; Wu et al., 
2013). Lokale Schwankungen der NaCl-Konzentration im Extrazellulärraum können jedoch 
Werte erreichen, die die Plasmakonzentration an NaCl (~140 mM) auf 160 bis 250 mM erhöhen 
(Go et al., 2004; Machnik et al., 2009). Damit ist die in unseren Experimenten gewählte Zugabe 
von 100 mM NaCl auch für in vivo Bedingungen relevant.
5.8	Bedeutung	der	Erkenntnisse	für	die	Pathogenese	und	Therapie	der	AMD
Die AMD als häufigste Erblindungsursache der Menschen über 60 Jahre in Industrienationen 
kann bisher nicht geheilt, sondern nur symptomatisch behandelt werden. Die genauen 
Pathomechanismen sind noch nicht komplett verstanden. Neben nicht beeinflussbaren Faktoren 
wie Alter, Geschlecht und genetische Voraussetzungen zählen beeinflussbare Kriterien wie 
Rauchen, Exposition mit UV-Licht, Übergewicht, Ernährung und Bluthochdruck zu den 
Risikofaktoren für eine AMD. Systemischer Bluthochdruck kann aus einer hohen Aufnahme 
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von Speisesalz (NaCl) mit der Nahrung resultieren (Lifton et al., 2001). Ein Zusammenhang 
zwischen diastolischem Bluthochdruck und dem Auftreten der, für die feuchte AMD 
kennzeichnenden, weichen Drusen konnte bereits nachgewiesen werden (Hyman et al., 2000; 
Fraser-Bell et al., 2008). 
Einen wichtigen Beweis für die Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms an der 
Neovaskularisation, wie sie bei der feuchten AMD auftritt, erbrachte die Arbeitsgruppe Marneros 
(2013). Sie zeigten, dass die Gefäßneubildung bei Mäusen, die VEGF-A überexprimierten, 
durch die Ausschaltung des NLRP3-Gens stark vermindert wurde.
In der vorliegenden Arbeit gelang es, einen Zusammenhang zwischen hoher Osmolarität des 
Extrazellulärraumes durch NaCl und dem Priming des NLRP3-Inflammasoms zu zeigen. 
Bereits bei kleinsten Schwankungen der Osmolarität wurde die NLRP3-mRNA hochreguliert. 
Vergleichbare Ergebnisse wurden durch Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit 
von Sucrose erzielt. Daraus wird gefolgert, dass die NLRP3-mRNA Expression von der 
extrazellulären Osmolarität abhängt.
Bei der Ermittlung der Signalwege, die das osmolaritätssensitive Priming des NLRP3-
Inflammasoms vermitteln, konnten sowohl intrazelluläre und extrazelluläre Proteine, als auch 
einzelne Transkriptionsfaktoren gefunden werden. Darunter befindet sich unter anderem die 
Serum-Glukokortikoid-regulierte Kinase (SGK), welche unter anderem die Aufgabe hat, den 
Ionenhaushalt einer Zelle bei Schwankungen des NaCl-Gehaltes anzupassen (Lang et al., 2006; 
Wu et al., 2013). Oxidativer Stress als Aktivator des NLRP3-Inflammasoms (Iyer et al., 2013) 
spielt keine direkte Rolle beim NaCl-induzierten Priming des Inflammasoms.
Die Analyse der Signalwege zeigte, dass das NaCl-induzierte Priming des NLRP3- 
Inflammasoms von extrazellulärem ATP, dessen Sekretion von Pannexin vermittelt wird, und der 
Aktivierung des purinergen P2Y1-Rezeptors abhängig ist. Die Aktivierung des P2Y1-Rezeptors 
könnte eine PLC- und IP3-vermittelte Mobilisation von Ca2+ aus internen Speichern und eine 
Aktivierung der PKC veranlassen. Unterstützt wird diese Folgerung durch Ergebnisse von 
Murakami et al. (2012). Die Autoren beschreiben eine Funktion der PLC- und IP3 – gesteuerten 




Abb.13. Schematische Zusammenfassung der Signaltransduktionswege, die an der hyperosmotischen 
Aktivierung des NLRP3-Inflammasons beteiligt sind.
NaCl bewirkt wahrscheinlich eine Pannexin-vermittelte Freisetzung von ATP aus den RPE-Zellen. ATP 
vermittelt über die auto- und parakrine Aktivierung des P2Y1-Rezeptors eine verstärkte Produktion 
angiogener Faktoren, was die Ausbildung von neuen Gefäßen und Ödemen begünstigt. Ausserdem 
werden intrazelluläre Signalwege aktiviert, wie z. B. Phospholipase C, welche zur Calcium-vermittelten 
Aktivierung von HIF-1 und NFAT5 führen.  Diese Faktoren bewirken eine direkte oder indirekte 
Produktion von NLRP3-mRNA (Priming). Weiterhin bewirkt Kochsalz eine transiente Aktivierung 
des Inflammasoms, was an einer Erhöhung des zellulären Gehaltes an IL-1ß erkennbar ist. Die 
Signalwege, die hierbei eine Rolle spielen, sind noch nicht genauer definierbar. Die Effektoren des 
NLRP3-Inflammasoms IL-1ß und IL-18 sind proinflammatorische Zytokine und besitzen ein breites 
Wirkungsspektrum. Dazu zählen unter anderem Entzündungsreaktionen, Apoptose, Eingriff in die 
Prostaglandin-Synthese sowie Intervention in den VEGF-Haushalt der Zelle.
Extrazelluläres ATP ist ein Symptom für Stress und gleichzeitig ein Warnsignal für umliegende 
Zellen. Vor dem Hintergrund, dass AMD eine chronisch entzündliche Erkrankung ist, in deren 
späterem Verlauf es zur Degeneration von Zellen kommt, kann man hier davon ausgehen, dass 
diese Degeneration auto- und parakrine Signale in Form von extrazellulärem ATP aussendet, 
woraus die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms resultiert.
Mit dem Wissen, dass die Genprodukte des Hypoxie-induzierten Faktors 1(HIF-1), wie auch des 
nuclear factor of activated T-Zells 5 (NFAT5) durch Hyperosmolarität vermehrt transkribiert 
werden (Hollborn et al., 2015), wurde deren Einfluss auf NLRP3 analysiert. Dabei wurde für 
beide Transkriptionsfaktoren ein signifikanter Einfluss auf die NaCl-induzierte Genexpression 
nachgewiesen. Während HIF-1, welches mit der Gefäßneubildung bei der feuchten AMD 
verbunden ist, bereits in anderen Zelltypen mit dem NLRP3-Inflammasom in Zusammenhang 
gebracht werden konnte, war dieser Einfluss für NFAT5 noch nicht bekannt. Somit konnten 
Anhaltspunkte gefunden werden, die für eine starke Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms an 
der Neovaskularisierung bei der AMD sprechen.
Weiterhin liegt nahe, dass die geografische Degeneration von Zellen zu einer lokal begrenzten 
Hypoxie in der Retina führt. Als Folge davon wird HIF-1 ausgeschüttet und aktiviert und 
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stimuliert letztlich das Priming des NLRP3-Inflammasoms. 
Vor dem Hintergrund der geografischen Atrophie durch Zelldegeneration wird ersichtlich, 
dass absterbende Zellen ATP in den Interzellularraum freisetzen. ATP aktiviert den purinergen 
P2Y1-Rezeptor, wodurch die Expression der angiogenen Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF 
unabhängig von der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms vermittelt wird. Diese verstärkte 
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Die altersabhängige Makuladegeneration (AMD) ist in den Industrienationen die häufigste 
Erblindungsursache der Bevölkerung über 60 Jahre. Während die trockene AMD durch eine 
geographische Atrophie des retinalen Pigmentepithels (RPE) charakterisiert ist, wachsen 
bei der deutlich selteneren und aggressiveren feuchten AMD Blutgefäße aus der Choroidea 
in den Subretinalraum ein (Neovaskularisation), wodurch die Photorezeptoren geschädigt 
werden und ein zentrales Skotom entsteht. Ein pathogener Faktor der AMD ist eine lokale 
chronische Entzündung. Die genauen Pathomechanismen sind noch unbekannt, man geht 
vom Zusammenspiel diverser Faktoren aus, wobei die Ablagerung von Lipofuszin im RPE 
und von Drusen unterhalb des RPE ein bedeutende Rolle spielen. Daraus ergeben sich 
viele Risikofaktoren, die man nur teilweise beeinflussen kann. Die funktionsbedingte hohe 
Stoffwechselaktivität, die Exponiertheit des Auges gegenüber Licht sowie die nicht vorhandene 
Teilungs- und Regenerationsfähigkeit der RPE-Zellen zählen zu Faktoren, die beim Ausbruch 
der AMD eine Rolle spielen, jedoch nicht zu beeinflussen sind. Zu weiteren Risikofaktoren 
gehören Adipositas und damit verbundene Atherosklerose, Rauchen und Bluthochdruck durch 
die Aufnaheme von NaCl und die altersbedingte Verschlechterung der Nierenfunktion.
Im Alter kommt es zu einer Beeinträchtigung der abbauenden Stoffwechselwege im RPE. Dies 
führt dazu, dass peroxidierte Lipoproteine der Photorezeptoren als Lipofuszin im RPE und als 
Drusen unterhalb des RPE abgelagert werden. Amyloidproteine induzieren eine Aktivierung 
der angeborenen Abwehr. Die chronische Entzündung trägt zum Untergang der Zellen des 
RPE bei. Diese sogenannte geographische Atrophie ist vor allem auf den Bereich unterhalb der 
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Makula lutea begrenzt, da in diesem Bereich die RPE-Zellen wegen der hohen Konzentration 
von Zapfen am stoffwechselaktivsten sind.
Durch die Lipoproteinablagerungen in der äußeren Netzhaut kommt es zu einer 
Unterversorgung der Photorezeptoren mit Sauerstoff und Nährstoffen. Dies bewirkt eine 
Ausschüttung angiogener Faktoren. Zu diesen Stimuli zählen einerseits die Hypoxie der 
Photorezeptoren, die aufgrund des geschädigten RPE nicht mehr versorgt werden können und 
andererseits sind Signale von Inflammasomen sehr wahrscheinlich. Aufgrund der verstärkten 
Bildung von Wachstumsfaktoren wie VEGF und bFGF kommt es zum Einwachsen von 
Blutgefäßen unter die Netzhaut. Dies bewirkt die Abhebung des RPE, behindert die 
Kommunikation mit den Photorezeptoren und lässt subretinale Ödeme aufgrund der gestörten 
Blut-Retina-Schranke entstehen. Die feuchte bzw. exsudative Form der AMD führt unbehandelt 
zur Ausbildung eines Skotoms.
Eine erfolgreiche Therapie existiert zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch nicht. Die 
Wahrscheinlichkeit der Entstehung einer trockenen AMD lässt sich durch Ausschalten 
beeinflussbarer Risikofaktoren zumindest verringern. Dazu zählen Übergewicht mit den häufigen 
Begleiterscheinungen Atherosklerose und Bluthochdruck, Rauchen sowie genetisch bedingter 
Bluthochdruck. Die Behandlungsmethode der feuchten AMD, die momentan die größten 
Erfolge zeigt, ist die Anti-VEGF-Therapie. Dabei wird die VEGF-induzierte Gefäßneubildung 
durch Injektion von Antikörpern gehemmt.
Inflammasome sind Auslöser von Entzündungsreaktionen, indem sie Pathogen- (PAMP) oder 
Gefahr-assoziierte (DAMP) Signale erkennen und die Produktion der inflammatorischen 
Zytokine IL-1ß und IL-18 bewirken.  Für die AMD wurde in verschiedenen Studien gezeigt, 
dass eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms bei der Degeneration des RPE eine Rolle 
spielt.
Die Aktivierung des Inflammasoms verläuft in zwei Schritten. Als Priming wird dabei 
die Genexpression von NLRP3 und pro-IL-1β bezeichnet. Die Aktivierung wird als 
Zusammensetzung der translatierten Inflammasomproteine und Inflammasom-Sensor-Moleküle 
zum funktionstüchtigen Inflammasomkomplex verstanden. Mit der Assemblierung des NLRP3-
Inflammasoms wird die Caspase-1 aktiviert, die IL-1ß und IL-18 aus den Proformen generiert.
Es folgt die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies aus Mitochondrien, welche aufgenommene 
Membranbestandteile angreifen und Lipofuszin entstehen lassen. Verschiedene Auslöser für das 
Priming des NLRP3-Inflammasoms in den RPE-Zellen werden derzeit diskutiert. Dazu zählen 
die Akkumulation von Alu-RNA Sequenzen durch genetisch bedingte DICER1-Defizienz, der 
Komplementfaktor C1Q als Drusenbestandteil, die Alterung der Mitochondrien zusammen mit 
deren Dysfunktion, sowie die Einwirkung kurzwelligen Lichts.
Die Pathologie der Progression von der trockenen zur feuchten AMD wird dadurch 
jedoch nicht erklärt. In einem Tierversuch an Mäusen konnte gezeigt werden, dass eine 
Inhibition der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms bzw. der IL-1-Rezeptoren bei 
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VEGF-überexprimierenden Mäusen die Neubildung von Gefäßen signifikant reduzieren 
konnte. Die Symptome von VEGF-überexprimierenden Mäusen ähnelten denen von AMD-
Patienten, so dass diese Ergebnisse Bedeutung für den Menschen haben könnten. Demzufolge 
spielt das NLRP3-Inflammasom auch bei der feuchten AMD eine Rolle, die dadurch erklärt 
werden konnte, dass die geographische Atrophie und damit einhergehende Störung der Blut-
Retina-Schranke, Makrophagen einwandern lässt. Es kommt zur Aktivierung der Müller-Zellen 
in der Retina, welche VEGF-A und IL-1β exprimieren.
Systemischer Bluthochdruck ist ein Risikofaktor der AMD. Es existieren Belege, dass 
systemischer Bluthochdruck und damit einhergehende Faktoren, wie hohe extrazelluläre 
Osmolarität eine VEGF-Expression in der Retina bewirken. Bekannte Gründe dafür sind 
bisher die mechanische Belastung der Gefäße sowie die Regulation durch den 
Transkriptionsfaktor HIF-1. Ursachen für einen überhöhten Blutdruck existieren viele, wobei 
die erhöhte Aufnahme von Speisesalz für die Menschen der Industrienationen wohl am 
bedeutsamsten ist. Die Hypernatriämie bewirkt eine Erhöhung der extrazellulären Osmolarität, 
was das Extrazellulärvolumen und somit den Blutdruck erhöht. Aufgrund der altersbedingten 
Verschlechterung der Nierenfunktion verstärken sich die Wirkungen des aufgenommenen 
Kochsalzes, was mit der Altersprogression der AMD korreliert.
Ob eine erhöhte Osmolarität des Extrazellulärraumes eine Auswirkung auf das Priming sowie 
die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms hat, ist die Fragestellung, die mit der vorliegenden 
Studie bearbeitet werden sollte. Daraus ergaben sich folgende Ziele:
• Nachweis eines Zusammenhangs zwischen NaCl-induzierter extrazellulärer 
Hyperosmolarität und dem Priming sowie der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms
• Ermittlung der Signalwege sowie Transkriptionsfaktoren, die die NaCl-induzierte NLRP3-
Expression vermitteln
• Einfluss der beteiligten Signalwege auf die Ausschüttung angiogener Faktoren im Hinblick 
auf die Pathologie der feuchten AMD
Osmotische	Regulation	der	Genexpression	von	Inflammasomproteinen
Eine Stimulierung von RPE-Zellen mit hyperosmolarem Medium (Zugabe von 100 mM 
NaCl zum Kulturmedium) erhöhte die mRNA-Expression des Inflammasomproteins NLRP3 
signifikant, während die mRNA anderer Inflammasomproteine wie NLRP2 und AIM2 
unbeeinflusst blieben. Auch die Genexpression von ASC als Caspase-1-Adapterprotein sowie 
der Caspasen 1, 4 und 5 zeigten keine Änderungen.
Die NaCl-induzierte Expressionsveränderung der NLRP3-mRNA war abhängig von der 
eingesetzten Dosis. Die Erhöhung der Osmolarität im Kulturmedium durch Zugabe von Sucrose 
(+ 200 mM) ergab vergleichbare Ergebnisse in Bezug auf die NLRP3-Genexpression.
Demzufolge wird die Genexpression und somit das Priming des NLRP3-Inflammasoms durch 




Zur Klärung der Signalwege, die den NaCl-Effekt auf die NLRP3-Expression vermitteln, 
wurden Untersuchungen in Anwesenheit verschiedener pharmakologischer Hemmer oder 
Rezeptor-Antagonisten im Kulturmedium durchgeführt.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die NaCl-induzierte Expression des NLRP3-Gens durch 
Aktivierung verschiedener Wege vermittelt wird. Beteiligt waren nachweislich die p38 
mitogenaktivierte Proteinkinase (p38 MAPK), die extracellular-signal regulated kinase 1 und 2 
(ERK1/2), die c-JUN NH2-terminal kinase (JNK), die Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K), die 
Phospholipase Cγ (PLCγ) sowie die Inositoltriphosphat (IP3) – Rezeptoren und transient receptor 
potential (TRP) – Kanäle. Die Proteinkinase Cα/β (PKC), die Serum-Glukokortikoid regulierte 
Kinase (SGK) sowie das Calcium-signaling (ermittelt durch Ruthenium Rot) beeinflussen 
die Expression signifikant. Oxidativer Stress und angiogene Wachstumsfaktoren haben 
keinen Einfluss auf die Expression von NLRP3-mRNA unter hoher extrazellulärer Osmolarität. 
Rezeptorabhängige	 Signalwege,	 die	 die	 NaCl-induzierte	 Expression	 von	 NLRP3	
vermitteln
Die trockene Form der AMD geht im Stadium der geografischen Atrophie mit dem Absterben 
von Zellen einher. In Folge der Schädigung der Mitochondrien und später der Zellmembran 
geben die betroffenen Zellen ATP frei. Des Weiteren vermittelt Pannexin-1 unter erhöhter 
extrazellulärer NaCl-Konzentration die Ausschüttung von ATP, welches eine auto- und 
parakrine Aktivierung der purinergen P2Y1-Rezeptoren bewirkt. Es gelang, zu zeigen, dass 
dieser Rezeptortyp die Expression des NLRP3-Gens sowohl unter iso- als auch hyperosmolaren 
Bedingungen reguliert.
Der P2Y1-Rezeptor war unter allen getesteten purinergen Rezeptoren der Einzige, welcher 
diese signifikante Abhängigkeit zeigte. Darüber hinaus stehen P2Y1-Rezeptoren maßgeblich in 
Verbindung mit der NaCl-induzierten Genexpression angiogener Faktoren wie VEGF und bFGF. 
NaCl-induzierte	Aktivierung	des	NLRP3-Inflammasoms
Nachdem das Priming des NLRP3-Inflammasoms nachweislich von der extrazellulären NaCl-
Konzentration abhängt, konnte auch die transiente Aktivierung des Inflammasoms durch NaCl 
gezeigt werden. Dieser Prozess dauert weniger als sechs Stunden an, hat aber die Aktivierung 
des, auch in geringen Konzentrationen hochwirksamen (Dinarello, 2005), Zytokins IL-1β zur 
Folge, was durch die Ergebnisse dieser Arbeit unterstützt wird.
Einfluss	von	Transkriptionsfaktoren	auf	die	NaCl-induzierte	NLRP3-Expression
Neben verschiedenen intrazellulären Signalwegen hängt die Expression von NLRP3 unter 
Hyperosmolarität auch von den Transkriptionsfaktoren Hypoxie-induzierter Faktor 1 (HIF-1) 
sowie dem Nuclear factor of activated T-cells 5 (NFAT5) ab.




Die Aktivierung des Inflammasoms wird demnach nur teilweise durch einen erhöhten 
extrazellulären NaCl-Gehalt vermittelt.
Somit kann eine hohe Aufnahme von NaCl mit der Nahrung über das Priming zur 
transienten Inflammasom-Aktivierung in den RPE-Zellen führen. Dies begünstigt lokale 
Entzündungsprozesse und somit die Entwicklung, aber auch das Fortschreiten der AMD.
P2Y1 -Rezeptoren könnten ein neuer Ansatzpunkt für die Entwicklung pharmakologischer 
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